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1. Einleitung und Fragestellung 

 

1.1. Grundlagen der Herzinsuffizienz 

„Herzinsuffizienz ist charakterisiert durch die Unfähigkeit des Herzens, Blut und daher 

Sauerstoff in dem Maße zu den Endorganen zu transportieren, dass es den Bedürfnissen 

gerecht wird.“ [200].  

In den westlichen Industrieländern ist die chronische Herzinsuffizienz eine der häufigsten 

Erkrankungen überhaupt. Alleine in Deutschland sind ca. 1,3 Millionen Menschen 

erkrankt, die Inzidenz liegt bei 116.000 Neuerkrankungen pro Jahr [68]. Ursachen können 

arterielle Hypertonie, Herzklappenvitien und Kardiomyopathien unterschiedlicher Genese 

sein [38, 50, 82]. Am häufigsten ist die Herzinsuffizienz jedoch auf die koronare 

Herzerkrankung mit dadurch bedingter Myokardischämie zurückzuführen [123].  

Eine internationale Einteilung der chronischen Herzinsuffizienz stellt die Klassifizierung 

der New York Heart Association (NYHA) dar. Sie gibt den klinischen Schweregrad der 

Herzinsuffizienz anhand der Dyspnoe wieder. Die Einjahres-Überlebensrate der 

chronischen Herzinsuffizienz im Endstadium (NYHA IV) liegt bei 40-50 % [121].  

Neben der direkten kausalen Therapie der Herzinsuffizienz, wie z. B. der 

Myokardrevaskularisation bei Ischämien oder der Implantation einer Klappenprothese bei 

Vitien, stellt die Pharmakotherapie eine der wichtigsten Therapieoptionen dar. Hierbei 

werden mehrere Wirkprinzipien ausgenutzt, um den Circulus vitiosus der Herzinsuffizienz 

zu durchbrechen.  

Mehrere Studien konnten den Nutzen von ACE-Hemmern für Patienten mit chronischer 

Herzinsuffizienz belegen [37, 54, 187, 188]. Zurückgeführt wird dieses auf mehrere 

Gründe. Zum einen wird die durch Angiotensin II hervorgerufene Vasokonstriktion mit der 

Konsequenz einer weiteren Erhöhung von Vor- und Nachlast des Herzens vermindert, 

zum anderen verringert sich die durch Angiotensin II stimulierte Aldosteronausschüttung, 

die sonst zu einer Zunahme des intravasalen Volumens führen würde. Ein weiterer Effekt 

der ACE-Hemmer ist ihre protektive Eigenschaft in Bezug auf das kardiale Remodeling, 

d. h. auf Umbauvorgänge der Myokardtextur durch Angiotensin II. 

Ein ähnliches Wirkungsprofil weisen die Angiotensin-II-Rezeptor-Antagonisten auf, die 

nicht die Bildung, sondern die Wirkung des Angiotensin II auf Rezeptorebene inhibieren. 

Sie haben weder entscheidende Vor- noch Nachteile gegenüber den ACE-Hemmern [19, 

122, 151, 152, 191] und werden überwiegend bei Unverträglichkeit von ACE-Hemmern 

eingesetzt [70]. 

Eine weitere Substanzgruppe zur Behandlung der Herzinsuffizienz stellen die Diuretika 

dar [22, 144]. Sie verringern durch eine gesteigerte Diurese das intravasale Volumen. 
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Dieses führt zunächst zu einer Senkung der Vorlast des Herzens. Über längere Zeit 

haben sie zudem einen blutdrucksenkenden Effekt und mindern dadurch die Nachlast des 

linken Ventrikels. Diuretika sollten stets mit einem ACE-Hemmer oder einem Angiotensin-

II-Rezeptorblocker kombiniert werden, um eine weitere Aktivierung des Renin-

Angiotensin-Aldosteron-Systems zu vermeiden [70]. Aldosteron-Antagonisten als 

kaliumsparende Diuretika konnten bei der Therapie der Herzinsuffizienz in mehreren 

Studien positive Effekte zeigen. Es profitieren vor allem Patienten im Stadium NYHA III 

oder IV oder mit einer linksventrikulären Ejektionsfraktion von < 40 % [153, 159]. 

β-Adrenozeptor-Antagonisten kamen bei der Therapie der chronischen Herzinsuffizienz 

lange Zeit nicht zum Einsatz. Tatsächlich können β-Blocker die ventrikuläre Funktion 

einschränken und somit zu einer akuten Dekompensation der Herzinsuffizienz führen [67]. 

Bei einschleichender Dosierung und langsamer Dosissteigerung werden hingegen 

protektive Effekte hinsichtlich Hospitalisation, Gesamtletalität und dem plötzlichen Herztod 

sichtbar [23, 36, 45, 97, 100, 110, 134, 135, 141, 197]. Die empfohlenen β-Blocker zur 

Behandlung der Herzinsuffizienz sind derzeit Bisoprolol, Carvedilol, Metoprololsuccinat 

und der hochselektive β1-Blocker Nebivolol [70]. β-Blocker zählen heute zur 

Standardmedikation bei der Behandlung der chronischen Herzinsuffizienz. 

 

Ist die chronische Herzinsuffizienz so weit fortgeschritten, dass sie medikamentös nicht 

mehr beherrschbar ist, spricht man von einer „terminalen“ Herzinsuffizienz. Die einzige 

definitive Therapie der Herzinsuffizienz in diesem Stadium stellt die Herztransplantation 

dar. Leider steht eine zu große Nachfrage nach Spenderherzen einer zu geringen Zahl an 

verfügbaren Organen gegenüber. So wurden im Jahr 2008 in Europa lediglich 581 Herzen 

transplantiert, wobei am Ende desselben Jahres noch 1064 Patienten auf der Warteliste 

standen [139]. Diese dramatische Diskrepanz zwischen Organspendern und möglichen 

Empfängern sowie die äußerst schlechte Prognose der terminalen Herzinsuffizienz stellen 

die moderne Medizin vor die Aufgabe, nach anderen definitiven oder zumindest 

temporären Therapien (bridge-to-transplant / bridge-to-recovery) zu suchen. Hierzu gibt es 

bereits mehrere Ansätze in unterschiedlichen Entwicklungsstadien. 
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1.2. Herzunterstützung bei terminaler Herzinsuffizienz 

Prinzipiell gibt es verschiedene Ansätze, das Herz in seiner Pumpfunktion zu 

unterstützen. Mechanische Systeme können als „künstliche Blutpumpen“ das Herz 

entlasten. Elektrophysiologische Optionen ermöglichen durch bestimmte 

Stimulationsmuster und Stimulationslokalisationen eine Verbesserung der kardialen 

Pumpfunktion. Die biologischen Ansätze haben zum Ziel, aus autologem oder allogenem 

Material Möglichkeiten zur Herzunterstützung zu schaffen. Im Folgenden sei ein kleiner 

Auszug dargestellt. 

 

1.2.1. Mechanische Herzunterstützungssysteme 

Zur mechanischen Herzunterstützung steht eine Vielzahl von Systemen zur Verfügung. 

Beispielhaft sollen hier die Intraaortale Ballonpumpe und das HeartMate II® erläutert 

werden. 

 

1.2.1.1. Intraaortale Ballonpumpe (IABP) 

Seit der ersten klinischen Anwendung der IABP durch Kantrowitz 1968 sind mehr als 40 

Jahre vergangen [85, 86]. Trotzdem gehört sie auch heute noch mit weltweit rund 100.000 

Implantationen pro Jahr zu den meist genutzten mechanischen Herzunterstützungs-

systemen [83]. Das Grundprinzip besteht aus dem Einbringen eines Ballonkatheters durch 

die A. femoralis bis vor den Abgang der linken A. subclavia. Durch eine EKG-getriggerte 

Insufflation des Ballons nach Schluss der Aortenklappe und eine Deflation kurz vor 

Öffnung der Aortenklappe werden zwei hämodynamische Effekte erzielt. Die Insufflation 

des Ballons verdrängt Blut aus der Aorta in die Peripherie. Dieses führt zu einer Zunahme 

der peripheren Durchblutung und zu einem Anstieg des diastolischen Aortendrucks 

(diastolische Augmentation). Da die Koronarperfusion hauptsächlich vom diastolischen 

Aortendruck abhängig ist [58], kann durch den Einsatz der IABP eine Steigerung der 

Koronardurchblutung  erzielt werden [26, 39, 157]. Der zweite Effekt folgt aus der 

Deflation des Ballons. Diese senkt kurzfristig den Aortendruck und bewirkt für das linke 

Herz eine Nachlastsenkung [26, 39, 157]. Die Hauptanwendungsgebiete der IABP liegen 

im postoperativen kardiochirurgischen Low-Cardiac-Output-Syndrome, beim prä-

operativen kardiochirurgischen Hochrisikopatienten oder in der akuten Herzinsuffizienz 

nach Myokardischämie [25, 26, 75, 137, 138, 175, 182, 185, 192].  

Da es sich bei der IABP um ein nicht vollständig implantierbares System handelt, wird sie  

ausschließlich am immobilen Patienten eingesetzt. Eine Langzeitanwendung für den 

bereits mobilisierten Patienten scheidet somit aus.  
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1.2.1.2. HeartMate II® Left Ventricular Assist Device 

Das HeartMate II® der Firma Thoratec ist ein sehr junges Beispiel aus der Gruppe der 

mechanischen Linksherzunterstützungssysteme. Die erste klinische Anwendung des 

HeartMate II® in seiner jetzigen Form erfolgte 2004 durch Frazier et al. [52] in den USA. 

Das HeartMate II® besteht aus einer elektrisch betriebenen Axialfluss-Drehkolbenpumpe, 

die intraperitoneal oder präperitoneal implantiert wird und Blut aus der Spitze des linken 

Ventrikels über eine Anastomose in die Aorta ascendens pumpt [189]. Die maximale 

Förderleistung des HeartMate II® liegt mit 10 l/min [189] deutlich über dem 

physiologischen Ruhe-Herzminutenvolumen. Somit kann das gesamte vom rechten 

Ventrikel über den Pulmonalkreislauf angelieferte Blutvolumen vom HeartMate II® 

bewältigt werden. Ganz nach individuellen Erfordernissen ist daher eine vollständige 

Entlastung des linken Ventrikels möglich. Die Steuerung und Energieversorgung der 

Axialpumpe erfolgt über ein transkutan geführtes Kabel, die so genannte Driveline. Diese 

ist zunächst mit dem System-Controler verbunden, einer kleinen Überwachungseinheit, 

die als primäre Bedienerschnittstelle fungiert. Zur Stromversorgung wird an den System-

Controler wiederum ein Netzteil angeschlossen. Alternativ zum Netzteil kann die 

elektrische Versorgung auch über Akkumulatoren erfolgen. Diese ermöglichen die 

Mobilisierung des Patienten und machen so einen längerfristigen Einsatz des 

HeartMate II® für den Patienten praktikabel. Indiziert ist das HeartMate II® zur 

hämodynamischen Unterstützung von Patienten, die sich aufgrund einer refraktären 

Linksherzdekompensation in akuter Lebensgefahr befinden [189]. Dabei ist es für den 

Einsatz als bridge-to-transplant sowie als bridge-to-recovery vorgesehen [189]. Bei 

Patienten mit einer Körperoberfläche von weniger als 1,2 m2 ist das HeartMate II® 

kontraindiziert [189]. Für die Dauer der Linksherzunterstützung ist ein strenges 

Antikoagulationsprotokoll einzuhalten. Ein von Amir et al. erarbeitetes Protokoll speziell 

für das HeartMate II® besteht in der Gabe von Warfarin bzw. Phenprocoumon nach einem 

Ziel-INR zwischen 2,0 und 3,0 sowie in der einmal täglichen Applikation von 100 mg 

Acetylsalicylsäure und der dreimal täglichen Applikation von je 75 mg Dipyridamol [9]. 

Der größte Nachteil des HeartMate II® besteht darin, dass es auf die oben beschriebene 

transkutane Führung der Driveline angewiesen ist. Diese Tatsache bringt ein hohes 

Infektionsrisiko mit sich. Die Infektionswahrscheinlichkeit beträgt allein im ersten Jahr 

nach Implantation 94 % [204]. Infektionen im Bereich des HeartMate II® sind in der Regel 

äußerst schwierig zu beherrschen, da antibiotische Therapien oder chirurgische 

Revisionen oft nur temporäre Besserungen erzielen können. Das HeartMate II® kann 

daher nur selten mehr als zwei Jahre am Patienten eingesetzt werden. Eine 

kontinuierliche, längerfristige Kreislaufunterstützung ist also auch mit dem HeartMate II® 

nicht möglich.  
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1.2.2. Elektrophysiologische Herzunterstützungssysteme 

Zur Therapie der Herzinsuffizienz gibt es auch Optionen mit elektrophysiologischem 

Ansatz. Im Folgenden sollen die kardiale Resynchronisationstherapie sowie die kardiale 

Kontraktilitätsmodulation kurz vorgestellt werden. 

 

1.2.2.1. Kardiale Resynchronisationstherapie (CRT) 

Die CRT ist unter der Vorstellung entwickelt worden, durch eine Resynchronisation des 

linken und rechten Ventrikels die Arbeit des Herzens zu ökonomisieren. Eine z. B. durch 

Schädigungen des Reizleitungssystems oder durch dilatative Kardiomyopathien 

verursachte interventrikuläre Dyssynchronie kann durch Pendelbewegungen des Septum 

interventriculare, durch Aggravation einer bestehenden Mitralklappeninsuffizienz und 

durch Verkürzung der linksventrikulären Füllungsphase die Pumparbeit des Herzens in 

erheblichem Maße beeinträchtigen [184].  

Durch eine biventrikuläre Stimulation mit individuell eingestelltem ventrikulo-ventrikulären 

Delay kann eine Resynchronisation der Ventrikel erreicht werden [32, 101]. Die 

rechtsventrikuläre Stimulation erfolgt durch eine Sonde im rechten Ventrikel, die 

linksventrikuläre Stimulation wird durch die Platzierung einer Elektrode im Sinus 

coronarius realisiert. Beide ventrikulären Sonden können daher transvenös platziert 

werden. Prinzipiell ist jedoch auch eine epikardiale Sondenanlage möglich. 

Empfohlen wird die CRT heute für herzinsuffiziente Patienten beim Zusammentreffen 

folgender Kriterien [196]: 

• NYHA III oder IV 

• medikamentös austherapierte Herzinsuffizienz 

• EF ≤ 35 %  

• linksventrikuläre Dilatation 

• QRS-Komplex ≥ 120 ms 

• Sinusrhythmus 

Durch die CRT wird die körperliche Belastbarkeit der Patienten erhöht, die Dyspnoe 

gemildert sowie die subjektive Lebensqualität verbessert [1, 12, 31, 102]. 

 

1.2.2.2. Kardiale Kontraktilitätsmodulation (CCM) 

Die CCM stellt ein relativ neues Konzept zur elektrischen Therapie der chronischen 

Herzinsuffizienz dar. Sie besteht aus einer elektrischen rechtsventrikulären Stimulation 

während der absoluten Refraktärzeit des Arbeitsmyokards [73]. Realisiert wird dieses 

durch ein implantierbares Device (z. B. OptimizerTM III, Impulse Dynamics, Orangeburg, 

USA) ähnlich einem Herzschrittmacher. Das CCM-Device wird in der Regel subklavikulär 
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implantiert und verfügt über eine Vorhofsonde und zwei rechtsventrikuläre Sonden, die 

über die V. subclavia positioniert werden [73]. 

Es wurde gezeigt, dass es unter CCM zu einer Beeinflussung der kardialen 

Genexpression kommt. So nimmt die mRNA-Expression des Myokards von atrial 

natriuretic peptide (ANP) und brain natriuretic peptide (BNP) bei herzinsuffizienten 

Patienten, denen ein CCM-Device implantiert wurde, signifikant ab, wohingegen es bei 

der Sarko(endo)plasmatische-Retikulum-Calcium-ATPase-2a (SERCA-2a) zu einem 

deutlichen Anstieg kommt [28]. Einer durch die Herzinsuffizienz pathologisch veränderten 

Genexpression wird somit entgegengewirkt. 

Eine weitere messbare Auswirkung der CCM-Therapie ist die positive Inotropie. Sowohl 

im Tiermodell als auch am Menschen konnte eine Zunahme der maximalen systolischen 

linksventrikulären Druckänderung pro Zeit (∆p/∆tmax) nachgewiesen werden [29, 142]. 

Besonders hervorzuheben ist die Tatsache, dass dieser Inotropiegewinn nicht mit einer 

Zunahme des myokardialen Sauerstoffverbrauches einhergeht [29]. Diese experimentell 

erhobenen Daten sind für den herzinsuffizienten Patienten von klinischer Relevanz. Durch 

die kardiale Kontraktilitätsmodulation wird die körperliche Belastbarkeit erhöht sowie eine 

Verbesserung der subjektiven Lebensqualität erzielt [21]. Eine Indikation zur CCM besteht 

bei erwachsenen Patienten mit symptomatischer Herzinsuffizienz trotz adäquater 

Therapie [73]. 

 

1.2.3. Biologische Herzunterstützungssysteme 

Parallel zu den Bemühungen, mechanische oder elektrophysiologische Lösungen für die 

Herzunterstützung zu finden, werden Anstrengungen unternommen, Systeme oder 

Verfahren biologischer Art zu entwickeln. Folgende Ausführungen sollen einen kleinen 

Überblick über die biologischen Möglichkeiten der Herzunterstützung geben.  

 

1.2.3.1. Kardiomyoplastik und Aortomyoplastik 

Die Idee, das Herz durch körpereigene Skelettmuskeln zu unterstützen, ist bereits einige 

Jahrzehnte alt. Erste Versuche zielten auf eine passive Myokardunterstützung durch 

autologe Skelettmuskeltransplantate ab. Leriche ersetzte beim Hund infarziertes Myokard 

durch Skelettmuskulatur, um den Herzmuskelausfall zu kompensieren [104]. Griffith und 

Bates [59] versuchten 1938 in Anlehnung an Becks myokardiale Revaskularisation [16], 

durch auf das Herz aufgenähte Muskelstücke die Durchblutung zu verbessern. Petrowsky 

berichtete 1948 auf der Leningrader Onkologiekonferenz, dass er Diaphragmamuskel als 

freie autologe Transplantate für plastische Operationen an Herz, Ösophagus, Lunge und 

Leber angewandt habe [147, 148]. Bis 1966 hat Petrowsky bei über 100 Patienten die 
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äußere Herzwand bei Aneurysmen mit Diaphragmamuskulatur verstärkt. Dieses war die 

größte klinische Studie dieser Art [147].  

 

Mit der Entwicklung von Myostimulatoren wurden erste Studien ermöglicht, die sich mit 

der aktiven Herzunterstützung befassten. Hierbei ist vor allem Kantrowitz zu nennen, der 

1958 einen Teil des Diaphragmas um das Herz wickelte (Kardiomyoplastik) und synchron 

zur Systole elektrisch stimulierte. Leider konnte er keine Änderungen relevanter 

hämodynamischer Parameter nachweisen, sodass er den Versuch unternahm, die 

deszendierende Aorta in ähnlicher Weise zu umwickeln (Aortomyoplastik). Dabei konnte 

durch elektrische Stimulation während der Diastole ein Blutdruckanstieg registriert 

werden. Dieses war die Geburtsstunde einer effektiven Kreislaufunterstützung, auch wenn 

die Wirkung infolge der Muskelermüdung nur wenige Minuten anhielt [84]. Nakamura und 

Glenn wiesen 1964 durch in vivo-Versuche darauf hin, dass der Muskelnerv unversehrt 

bleiben muss, um Muskelatrophien zu vermeiden. Sie zeigten zudem als erste in vivo, 

dass nach Umwickeln des Herzens mit Diaphragma der systolische Blutdruck um 

20 mmHg für eine Dauer von 8 Minuten angehoben werden konnte. Dieses gelang ihnen 

durch eine pulssynchrone elektrische Stimulation des Diaphragmas während der Systole. 

Die Kardiomyoplastik, später auch unter Verwendung des M. latissimus dorsi (LDM) durch 

Termet 1966, konnte die Erwartungen für eine systolische Herzunterstützung jedoch nicht 

erfüllen. Grund hierfür war zum einen die ungünstige Geometrie der vergrößerten kranken 

Herzen, zum anderen das relativ kurze Zeitintervall der Systole, in dem die Kontraktion 

des Diaphragmas oder des LDM erfolgen musste.  

 

1.2.3.2. Stammzelltherapie 

Die Idee, Krankheiten mit Zellen zu heilen ist nicht neu. Bereits 1931 prägte der 

Schweizer Arzt Paul Niehans den Begriff der „Zellulartherapie“. Er erhoffte sich, durch die 

Infusion bestimmter Zellen, Krankheiten behandeln zu können. Erste empirische 

Untersuchungen wurden zu Beginn der 50er Jahre durchgeführt. Sie beschäftigten sich 

unter anderem mit Knochenmarkzellen zur Therapie letaler Bestrahlungen [78]. Aus 

diesem Ansatz entwickelte sich später die Knochenmarktransplantation zu einem 

standardisierten Verfahren. 

Die Therapie der Herzinsuffizienz durch Stammzellen scheint von dem Ziel der 

Entwicklung eines Standardverfahrens hingegen noch ein Stück entfernt [190]. Die 

meisten Arbeiten zur Therapie der Herzinsuffizienz mit Stammzellen beschäftigen sich mit 

adulten Stammzellen des Knochenmarks, da deren Nutzung mit geringeren juristischen 

Auflagen verbunden ist als die Nutzung embryonaler Stammzellen [41]. In der aktuellen 

Literatur werden zur Zeit zwei grundsätzliche Therapieformen diskutiert: zum einen die 
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Stammzellmobilisierung, die das Ziel hat, Stammzellen aus dem Knochenmark 

auszuschwemmen und zum anderen die lokale Applikation autologer oder allogener 

Stammzellen [190]. 

 

Bei der Stammzellmobilisierung wird hauptsächlich durch die Gabe von granulocyte 

colony stimulating factor (G-CSF) die Ausschwemmung von hämatopoetischen 

Stammzellen aus dem Knochenmark in die Peripherie gefördert [99]. Diese werden durch 

verschiedene Zytokine, die von geschädigtem Gewebe sezerniert werden, zu ihrem 

Wirkort geleitet [99]. Einige Studien konnten durch diese Therapie bezüglich der LVEF 

nach  Myokardinfarkt [74, 98] oder bezüglich des Koronarflusses bei KHK [177] 

signifikante Verbesserungen gegenüber der Placebogruppe nachweisen.  

 

Für die Methode der lokalen Applikation von Stammzellen am erkrankten Myokard, 

werden zunächst Stammzellen aus dem Knochenmark entnommen oder zirkulierende 

Progenitorzellen aus dem Blut extrahiert. Nach einer Aufarbeitung werden diese 

intramyokardial oder intrakoronar appliziert, wobei die letztgenannte intravasale Infusion 

von Stammzellen in den meisten Studien bevorzugt wird [190]. Zu dieser Art der 

myokardialen Stammzelltherapie nach Myokardinfarkt, bei chronischer Myokardischämie 

oder bei chronisch ventrikulärer Dysfunktion sind bereits mehrere große Studien 

veröffentlicht worden [10, 11, 15, 46, 47, 51, 53, 79, 81, 109, 145, 172, 173, 180, 183, 

194, 201]. Die Ergebnisse dieser Studien lassen positive Resultate in Bezug auf die 

LVEF, das kardiale Remodeling und die Einjahresmortalität erkennen. Weitere 

Erkenntnisse vor allem in Hinblick auf das Langzeit-Outcome sind unabdingbar, da es 

starke Anhalte für eine fehlende Nachhaltigkeit der Stammzelltherapie gibt [124]. Um die 

Stammzelltherapie in Zukunft etablieren zu können, sind zudem Studien notwendig, die 

neben den harten klinischen Parametern (wie z. B. der LVEF) auch eine klinisch relevante 

Verbesserung für den Patienten in den Mittelpunkt stellen [165]. 

 

1.2.3.3. Skelettmuskelventrikel 

Salmons wies darauf hin, dass Skelettmuskel am effektivsten beim terminalen 

Herzversagen eingesetzt werden kann, wenn er als Skelettmuskelventrikel Blut pumpt 

[168]. D. h. ein in den Blutkreislauf integrierter künstlicher Ventrikel wird mit 

Skelettmuskulatur umwickelt und durch Stimulation der Muskulatur zur Kontraktion 

gebracht. 
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Damit Skelettmuskulatur langfristig über Monate oder Jahre durch wiederholte 

Kontraktionen den Kreislauf antreiben kann, muss sie ermüdungsfrei arbeiten. Zu jeder 

Kontraktion ist eine tetanische Reizung (Burststimulation) erforderlich. Langzeit-

untersuchungen vor allem auch an Großtieren wurden durch implantierbare 

Myostimulatoren mit tetanischer Stimulation möglich [40]. Die Umwandlung von 

ermüdbarer in unermüdbare Muskulatur nicht nur unter niederfrequenter Dauerstimulation 

(2-10 Hz) sondern auch unter Abgabe von herzsynchronen Bursts war zum einen die 

Grundlage für die Kardiomyoplastik [30] und zum anderen für effektiv pumpende 

Skelettmuskelventrikel [2-5]. 

Die Arbeitsgruppe um Larry Stephenson baut seit 1981 Skelettmuskelventrikel aus dem 

LDM. Der Muskel wird zunächst für 6-8 Wochen elektrisch konditioniert, d. h. um eine 

feste Kunststoffform gewickelt und zur isometrischen Kontraktion gebracht [113]. So soll 

sich eine vollständige Umwandlung der Myosin-Heavy-Chain-Isoformen (MHC) in einen 

unermüdbaren, reinen Typ-I-Faser Muskel ergeben [118]. Erst nach diesem Training wird 

der Muskel zur Formung eines in den Kreislauf integrierten Ventrikels verwendet. Diese 

Integration erfolgte als Linksherzunterstützung atrio-aortal, apiko-aortal und aorto-aortal 

sowie als Rechtsherzunterstützung cavo-pulmonal und ventriculo-pulmonal. Eine 

messbare Kreislaufunterstützung konnte über 27 Monate beobachtet werden. Die von 

Stephenson angewandte elektrische Konditionierung induzierte zwar in der Tat einen 

unermüdbaren Typ-I-Faser Muskel, es wurde jedoch schnell deutlich, dass diese 

vollständige Transformation um den Preis einer Kraftreduktion auf 10-15 % sowie einer 

Abnahme der Muskelmasse von bis zu 50 % geschah [168]. 

Guldner modifizierte diese elektrische Konditionierung. Er zeigte an Kälbern, dass eine 

auxotonische Kontraktion an einem dynamischen Trainingsgerät, dem so genannten 

Frosch, eine wesentlich größere Kraftsteigerung bei verminderter Ermüdbarkeit bewirkt 

[61]. Ein so trainierter LDM wäre optimal auf seine Anforderungen als 

Skelettmuskelventrikel angepasst. Ferner wurde auch die Geometrie der 

Skelettmuskelventrikel weiterentwickelt. So kam man vom „Sackventrikel“, wie von 

Stephenson verwendet, ab und es entstand ein von innen mit Polyurethan beschichteter 

„Durchgangs-“ oder „Tube-Ventrikel“. Dieser zeichnet sich durch eine verbesserte 

Hämodynamik aus und verfügt weiterhin über ein geringeres Risiko zur Thrombusbildung 

[63]. Die Arbeitsgruppe um Guldner bevorzugt die aorto-aortale Position für den 

Skelettmuskelventrikel. Die Implantation kann somit ohne den Einsatz einer Herz-Lungen-

Maschine durchgeführt werden. Schematische Darstellung des Biomechanischen 

Herzens (BMH) nach Guldner siehe Abbildung 1.1. 

 

 



1. Einleitung und Fragestellung                                                                                     - 10 - 

 

Abbildung 1.1 

Schematische Darstellung des BMH nach Guldner. Der Skelettmuskelventrikel befindet sich in 

aorto-aortaler Position. Zwischen der proximalen und der distalen Anastomose ist die Aorta 

ascendens ligiert. Der LDM wird von einem Myostimulator EKG-getriggert in der Diastole des 

Herzens zur Kontraktion gebracht. Die EKG-Ableitung erfolgt über eine Elektrode am Herzen. 
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1.3. Physiologie des elektrisch stimulierten Skelettmuskels 

Jewell erwähnte 1954 eine Einteilung in weiße, schnell zuckende und rote, langsam 

zuckende Muskeln [80]. Wenige Jahre später konnte Buller nachweisen, dass sich diese 

Muskeltypen bei erwachsenen Versuchstieren ineinander umwandeln ließen, indem er die 

Nerven „schneller“ Muskeln mit Nerven „langsamer“ Muskeln vertauschte [27]. Diese 

bahnbrechende Erkenntnis war der erste erfolgreiche Versuch einer Muskelfaser-

transformation, auch wenn Buller noch chemische Faktoren postulierte, die über die 

Nerven auf die Muskeln übergeleitet und für deren Transformation verantwortlich sein 

sollten. Erst Salmons konnte zeigen, dass tatsächlich die unterschiedliche elektrische 

Impulsaktivität der Motoneurone diese Transformation bewirkt, da eine entsprechende 

elektrische Stimulationen der Muskeln identische Ergebnisse lieferte [169, 170]. Später 

konnte man die Kontraktionsgeschwindigkeit der Muskeln unter anderem auf die 

unterschiedlichen Isoformen des MHC zurückführen [160, 161]. Bis heute sind beim 

Säugetier neun Isoformen der MHC bekannt [13]. Für die Skelettmuskulatur von Relevanz 

sind hierbei die „schnellen“ Isoformen IIa, IIx (Synonym IId) und IIb, sowie die „langsame“ 

Isoform I [176]. Muskelfasern des Typ I (MHCI) weisen einen oxidativen Stoffwechsel auf, 

wohingegen Typ-II-Fasern (MHCII) einen überwiegend anaeroben Stoffwechsel zeigen 

(Ausnahme Typ IIa) [56]. Muskeln mit vorwiegendem Anteil an MHCI werden in der Natur 

für Haltearbeiten eingesetzt, die eine geringe Muskelermüdung erfordern, jedoch keine 

hohe Kraft (Langlauftyp). Muskeln mit einem hohen Anteil an Typ-II-Fasern finden sich 

häufig dort, wo es auf schnelle, kräftige Bewegungen ankommt, jedoch eine rasche 

Muskelermüdung in Kauf genommen wird (Sprintertyp). 

Durch die grundsätzliche Erkenntnis, dass sich die Expression der unterschiedlichen 

Myosin-Isoformen und damit wichtige Eigenschaften des Skelettmuskels durch elektrische 

Stimulation beeinflussen lassen, war ein wichtiger Schritt für die Entwicklung suffizienter 

Skelettmuskelventrikel getan [95, 150, 167]. Es zeigte sich, dass Skelettmuskeln, die 

kontinuierlich höherfrequent stimuliert wurden, sich vollständig in einen reinen  Typ-I-

Muskel umwandeln. Zwar erhielt man so einen ermüdungsresistenten Muskel, doch leider 

führte diese Transformation gleichfalls zu einer Abnahme der Muskelmasse, der 

Kontraktionskraft sowie der Kontraktionsgeschwindigkeit [166, 168]. Eine Lösung aus 

dieser Zwickmühle entwickelte Lopez-Guajardo [106], indem sie das Prinzip der 

kontinuierlichen Stimulation verließ und die Auswirkungen intermittierender 

Stimulationsmuster untersuchte. Es gelang ihr, Skelettmuskel von Kaninchen in der Art zu 

trainieren, dass es nicht zu einer vollständigen Transformation in Typ-I-Fasern kam. Folge 

war ein Muskel, der hinsichtlich der Eigenschaft Ermüdbarkeit der Kontrollgruppe 

signifikant überlegen war, zugleich jedoch keine signifikanten Nachteile hinsichtlich 

Muskelmasse, Muskelkraft oder Kontraktionsgeschwindigkeit aufwies. 
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1.4. Wirkung von Clenbuterol und Thyroxin auf den Skelettmuskel 

Clenbuterol ist aus dem Bereich der Viehmast, der Bodybuilder- sowie der Dopingszene 

als ein muskelaufbauendes und muskelkraftstärkendes β2-Sympathomimetikum bereits 

langjährig bekannt. Diese anabole Wirkung auf die Skelettmuskulatur geht hierbei auf eine 

gesteigerte Proteinbiosynthese sowie eine gehemmte Proteinolyse zurück. Clenbuterol ist 

in der Lage, die Muskelkraft und Energieabgabe von Skelettmuskelventrikeln erheblich zu 

vergrößern [62]. Zudem belegen mikroskopische Untersuchungen eine 30 %ige 

Muskelfaserhypertrophie [146]. Eine Rückverwandlung von Typ-I in Typ-II-Muskelfasern 

unter Clenbuterol wie sie Maltin [117] beschreibt, konnte bei elektrischer Stimulation am 

Frosch unter der gewählten Dosis bisher nicht beobachtet werden [93]. 

 

Das in der Schilddrüse gebildete Thyroxin (T4) wird in der Peripherie deiodiert [94]. Dabei 

entsteht das biologisch inaktive, reverse Triiodthyronin (rT3) und das biologisch aktive 

Triiodthyronin (T3) [94]. Die Schilddrüsenhormone sind in der Lage, den Grundumsatz des 

Organismus um bis zu 100 % zu steigern [195]. Mögliche kraftsteigernde Wirkungen auf 

den Skelettmuskel können dabei auf verschiedene Mechanismen zurückgeführt werden. 

Unter Thyroxin wird eine Zunahme der Kapillardichte, der Mitochondrien und der 

oxidativen Enzyme [179] sowie ein Anstieg der verfügbaren Energie innerhalb der 

Muskelzelle beobachtet [96]. Dieses ist möglicherweise mit einer Steigerung der 

oxidativen Kapazität des Skelettmuskels verbunden. 

Auch im Calciumstoffwechsel der Skelettmuskelzelle spielt Thyroxin eine besondere 

Bedeutung. Bei dauerhafter elektrischer Stimulation von Skelettmuskulatur wurde eine 

drastische Reduktion der Calciumspeicherkapazität beobachtet [149]. Thyroxin ist in der 

Lage, sowohl die Calciumspeicherkapazität der Muskelfaser als auch die 

Calciumaufnahmegeschwindigkeit zu erhöhen [48]. Da Calcium eine zentrale Funktion im 

Kontraktionsablauf eines Muskels besitzt, könnte demnach eine Erhöhung des Calcium-

Stoffwechsels durch Thyroxin die muskuläre Kontraktionskraft steigern. 

Thyroxin wirkt außerdem der Downregulation von β-Adrenorezeptoren, die unter 

Clenbuterol-Dauergabe beobachtet wird [91], entgegen [120]. Somit könnte der 

leistungssteigernde Clenbuterol-Effekt auf die Muskulatur zusätzlich unterstützt werden. 
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1.5. Das Protein S100A1 und seine Bedeutung 

Calcium spielt – als second messenger der Muskelzelle – eine wesentliche Rolle 

innerhalb der komplexen Abläufe einer Muskelkontraktion. Damit die Muskelzelle 

überhaupt auf Calcium reagieren kann, sind Sensoren notwendig, die in Abhängigkeit der 

intrazellulären Calciumkonzentration weitere Prozesse in Gang setzen können. Diese 

Aufgabe übernehmen calciumbindende Proteine. Den meisten dieser Proteine ist eine 

bestimmte Sekundärstruktur gemein, die so genannte EF-Hand [42]. Sie besteht aus 

einem α-Helix–Loop–α-Helix–Motiv. Moews und Kretsinger waren die ersten, die 1975 

diese Struktur röntgenkristallographisch im Parvalbumin des Karpfenmuskels nachwiesen 

[125]. Die S100-Proteine stellen die größte Subgruppe aller calciumbindenden Proteine 

mit EF-Hand-Motiv dar [171]. Jedes S100-Protein besteht aus zwei EF-Hand-Motiven, die 

über eine Scharnierregion (hinge-region) miteinander verbunden sind [76, 77]. Die 

schematische Struktur der S100-Proteine zeigt Abbildung 1.2. 

Die meisten S100-Proteine lagern sich zu Homo- oder Heterodimeren zusammen [43, 

156]. Durch Calciumbindung an ein S100-Protein vollzieht dieses eine Konformations-

änderung bei der die Helices voneinander wegklappen [116, 140]. Das Protein exponiert 

daraufhin eine hydrophobe Oberfläche, die eine Interaktion mit Zielproteinen ermöglicht 

(Abbildung 1.3) [116, 140]. 

Von den S100-Proteinen sind 25 Isoformen bekannt. Der Großteil von ihnen liegt auf 

Chromosom 1, dazu zählen S100A1 - S100A18 [171], benannt nach der Reihenfolge auf 

dem codierenden DNA-Strang [174]. 

Die calciumabhängigen, intrazellulären Funktionen der S100-Proteine lassen sich in vier 

Aufgaben unterteilen [42]: (i) die Steuerung von Phosphorylierungen durch Protein-

kinasen, (ii) die Modulation von Enzymaktivitäten, (iii) die Realisierung einer Calcium-

homöostase sowie (iv) die Aufrechterhaltung von Zellstruktur und -motilität. 

 

Das Protein S100A1 erreicht in der Skelettmuskulatur und im Myokard die höchsten 

Konzentrationen [87]. Es liegt frei im Cytoplasma vor, wobei eine starke Assoziation zum 

kontraktilen Apparat und zum sarkoplasmatischen Retikulum sowohl im Skelettmuskel 

[112] als auch im Myokard [65] nachgewiesen werden konnte. Die Entdeckung dieser 

Tatsache ließ bereits eine Funktion von S100A1 im Bereich der elektromechanischen 

Kopplung von Muskelzellen wahrscheinlich erscheinen. 

 

 

 

 



1. Einleitung und Fragestellung                                                                                     - 14 - 

 

 

Abbildung 1.2 

Schematische Darstellung der Sekundärstruktur eines S100-Proteins (Monomer). S100-Proteine 

bestehen aus zwei EF-Hand Motiven, die durch die so genannte „hinge-region“ (grün) miteinander 

verbunden sind. Das EF-Hand-Motiv besteht wiederum aus zwei α-Helices (rot) und einem Loop 

(blau). An der Loopregion kann jeweils ein Calciumion binden. 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1.3 aus: [171] 

Darstellung der calciuminduzierten Konformationsänderung eines S100-Homodimers. Links ein 

calciumfreies Homodimer („apo“-Form), rechts die calciumgebundene Form. Durch die 

calciuminduzierte Konformationsänderung wird die Beeinflussung von Zielproteinen ermöglicht. Mit 

römischen Ziffern sind jeweils die vier α-Helices eines Monomers bezeichnet. Jedes Monomer 

kann zwei Calciumionen binden.  

 

 

hinge-region 

EF-Hand EF-Hand 

Ca2+ Ca2+ 
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1.5.1. Im Skelettmuskel 

Es konnte gezeigt werden, dass S100A1 in Anwesenheit von freiem Calcium die 

Öffnungswahrscheinlichkeit von Ryanodinrezeptoren des Skelettmuskels (RyR1) um das 

6-fache erhöhen kann [193]. Folge ist eine verstärkte RyR1-vermittelte sarkoplasmatische 

Calciumfreisetzung während der Kontraktion [49, 132, 193]. Erst Most wies 2003 nach, 

dass diese verstärkte Calciumfreisetzung tatsächlich einen direkten Einfluss auf die 

kontraktilen Eigenschaften des Skelettmuskels hat [132]. Es zeigte sich eine S100A1-

dosisabhängige Steigerung der isometrischen Kontraktionskraft [132]. Interessant war, 

dass sich dieser Effekt am Mäusemodell beim „langsamen“ Muskel (M. soleus, 

vorwiegend Typ-I-Muskelfasern) ebenso wie beim „schnellen“ Muskel (M. extensor 

digitorum longus, vorwiegend Typ-II-Muskelfasern) gleichermaßen darstellte [132]. Bei 

den kontraktilitätssteigernden Eigenschaften des S100A1 scheint also die 

Muskelfaserzusammensetzung keine wesentliche Rolle zu spielen. Most erklärte dieses 

durch die Expression der gleichen Isoform des Ryanodinrezeptors (RyR1) in „schnellen“ 

und in „langsamen“ Muskeln [132]. 

 

1.5.2. Im Myokard 

Ähnlich wie am Skelettmuskel hat S100A1 die Fähigkeit. auch den kardialen 

Ryanodinrezeptor (RyR2) in Abhängigkeit von der Calciumkonzentration zu beeinflussen. 

S100A1 hat damit im Myokard – analog zum Skelettmuskel – die Eigenschaft, den RyR2-

vermittelten Calciumausstrom aus dem sarkoplasmatischen Retikulum zu verstärken [89].  

Zudem konnte eine Assoziation von S100A1 zum SERCA-2a-Phospholamban-Komplex 

der Herzmuskelzelle gezeigt werden [90]. Die inhibitorische Wirkung von Phospholamban 

(PLB) auf die SERCA-2a könnte dabei durch S100A1 abgeschwächt werden [130]. In der 

Diastole resultiert so eine effektivere Calciumresequestration mit der Folge einer positiven 

lusitropen Wirkung sowie einer optimalen Bereitstellung von Calcium im sarko-

plasmatischen Retikulum für die folgende Systole [127].  

Interaktionen von S100A1 mit kardialen Myofilamenten wies unter anderen Yamasaki 

nach. Er zeigte, dass durch S100A1 die Compliance der Myofilamente gesteigert werden 

kann [203]. Außerdem wird die Calciumsensitivität der Myofilamente reduziert, was zu 

einer schnelleren diastolischen Dissoziation des Calciums von den Myofilamenten führt 

[127]. 

S100A1 konnte weiterhin in kardialen Mitochondrien nachgewiesen werden [20, 65], wo 

es pH- und calciumabhängig die ATP-Synthese steigert [20].  

Neben der Aufdeckung der molekularen Mechanismen konnte gezeigt werden, dass die 

S100A1-vermittelten Wirkungen tatsächlich therapeutisch genutzt werden können. Pleger 

wies am Rattenmodell nach, dass nach künstlich erzeugten Myokardinfarkten eine durch 
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Gentherapie gesteigerte S100A1-Expression zu einer Verbesserung der LV-Funktion im 

Vergleich zur Kontrollgruppe führt [155]. In einem ähnlichen Versuchsaufbau wurde 

deutlich, dass transgene Mäuse, die eine kardiale Überexpression von S100A1 

aufwiesen, nach Induktion eines Myokardinfarktes vor der Entwicklung einer 

Herzinsuffizienz partiell geschützt waren [133]. 

Die beschriebenen S100A1-vermittelten Wirkungen innerhalb des Myokards gibt 

Abbildung 1.4 wieder. 

 

 

 

Abbildung 1.4 aus: [130] 

Bedeutung von S100A1 in der Herzmuskelzelle. Linke Bildhälfte (A) Kontraktionszyklus ohne 

S100A1-Interaktion, rechte Bildhälfte (B) Darstellung der unterschiedlichen Effekte von S100A1 

innerhalb der Herzmuskelzelle. S100A1 führt über eine Bindung an den kardialen 

Ryanodinrezeptor (RyR2) zu einer verstärkten systolischen Ca2+-Freisetzung aus dem sarko-

plasmatischen Retikulum a). Die Interaktion von S100A1 mit Myofilamenten reduziert deren 

Rigidität b), was zu einer gesteigerten Compliance des Ventrikels führt. Die Calciumsensitivität der 

Myofilamente wird durch S100A1 herabgesetzt c). Dieses erlaubt eine schnellere diastolische 

Dissoziation des Calciums mit der Folge einer positiven Lusitropie. S100A1 hebt die inhibitorische 

Wirkung von Phospholamban (PLB) auf die Sarkoendoplasmatische-Retikulum-Calcium-ATPase 
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(SERCA) auf d), daraus resultiert eine verbesserte Calciumresequestration. Des Weiteren 

minimiert S100A1 die Öffnungswahrscheinlichkeit des RyR2 in der Diastole und verringert so das 

sarkoplasmatische „Calciumleck“ e). In den Mitochondrien der Herzmuskelzelle wird durch S100A1 

die Produktion von ATP gesteigert f). 

 

1.5.3. Bei Tumoren und Entzündungen 

In den letzten Jahren sind die S100-Proteine auch in anderen Bereichen zunehmend in 

klinisches Interesse gerückt. Veränderte Expressionen dieser Proteinfamilie werden bei 

neoplastischen Erkrankungen wie dem Mammakarzinom [103] oder dem malignen 

Melanom [114] beobachtet. Des Weiteren sind Assoziationen zu der Psoriasis [24, 55], 

der zystischen Fibrose [107, 111], chronisch inflammatorischen Prozessen [88, 143], dem 

M. Alzheimer [178] und der Trisomie 21 [8] bekannt. 

 

 

1.6. Fragestellung 

Um muskuläre Blutpumpen (Biomechanische Herzen [BMH]) in Zukunft klinisch 

anwenden zu können, ist ihre Zuverlässigkeit hinsichtlich Ausdauer und Pumpleistung 

unabdingbar. Bei der Entwicklung solcher verlässlich arbeitender Herzunterstützungs-

systeme könnte – biochemisch gesehen – das Protein S100A1 eine Schlüsselrolle 

einnehmen, da es regulative Funktionen im Bereich der elektro-mechanischen Kopplung 

von Muskelzellen erfüllt [6, 130, 158]. So ist S100A1 in der Lage, die Inotropie des 

Herzens zu steigern [163] sowie infarziertes Myokard vor der Ausbildung einer 

Herzinsuffizienz partiell zu schützen [133]. In der Skelettmuskulatur konnte eine S100A1-

abhängige Steigerung der isometrischen Kontraktionskraft nachgewiesen werden [132].  

Aufgrund dieser muskulären Kraftsteigerung von S100A1 ist es von Interesse, das 

Expressionsverhalten von S100A1 in elektrisch stimulierten Skelettmuskelventrikeln zu 

messen. Bei unseren Untersuchungen soll im chronischen Tiermodell an elektrisch 

stimulierten Skelettmuskelventrikeln der Zusammenhang zwischen elektrisch induzierter 

Fasertransformation und der Expression von S100A1 sowie die Korrelation zwischen der 

Expression von S100A1 und der Schlagvolumenentwicklung evaluiert werden. Diese 

grundlegenden Versuche sollen zum Verständnis und zur Weiterentwicklung elektrisch 

stimulierter Herzunterstützungssysteme beitragen. 
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2. Material und Methoden 

 

2.1. Versuchstiere 

Die Wahl des Tiermodells fiel auf männliche Burenziegen. Sie stellen sich als vorteilhaft 

dar, da sie als Fleischziegen über einen kräftigen LDM verfügen und einen breiten Thorax 

besitzen, der die Implantation eines Skelettmuskelventrikel ermöglicht. Um Rangkämpfe 

und somit Verletzungen der Tiere untereinander zu vermeiden, wurde 4-6 Wochen vor der 

Operation eine Kastration der Tiere mit beidseitiger Orchidektomie durchgeführt. 

Die Ziegen wurden in der Versuchstierhaltung der Universität zu Lübeck (Leitung: Dr. 

med. vet. R. Noel) tierärztlich betreut. Sie standen unter ständiger Aufsicht des 

Tierschutzbeauftragten des Regierungspräsidiums Schleswig-Holstein mit Sitz in Kiel. Die 

Genehmigungen der Tierversuche liegen unter den Aktenzeichen V 742-722-41-122-6 

(38-5/03) sowie V 362-722-41-122-6 (35-4/05) vor. 

 

 

2.2. Muskelschrittmacher und Elektroden 

Bei der elektrischen Stimulation des LDM kamen zwei unterschiedliche Schrittmacher 

zum Einsatz. Für das Stimulationsprotokoll Stim50 (Kapitel 2.5.1.) verwendeten wir den 

Myostimulator Itrel II 7424 (Medtronic, Minneapolis, USA), da dieser Programmierungen 

tageszeitbezogener Aktivitäten zulässt. Das Stimulationsprotokoll Stim100 (Kapitel 2.5.2.) 

realisierten wir mit Hilfe des Myostimulators 7220 (Teletronics, Denver, USA). 

Als Stimulationselektroden verwendeten wir für beide Protokolle die intramuskulären 

Elektroden IML 02 (Osypka, Grenzach, Deutschland) und SP 5591 (Medtronic, 

Minneapolis, USA). Die proximale Elektrode ließ eine muskuläre Kontaktfläche über eine 

Länge von 3 cm und die distale Elektrode über eine Länge von 9 cm zu. Diese 

differierenden Kontaktlängen erklärten sich aus der unterschiedlichen Muskelschlauch-

breite des LDM.  
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2.3. Das elastische Trainingsgerät Frosch 

Damit ein intrathorakales dynamisches Training des LDM realisiert werden konnte, wurde 

ein Trainingsgerät benötigt, das mehrere Voraussetzungen erfüllen musste. Zum einen 

musste das Gerät biokompatibel sein, sich sterilisieren lassen und Volumen gegen einen 

definierten elastischen Widerstand verschieben können, um eine körperkreislaufähnliche 

Compliance zu imitieren. Diese liegt beim gesunden Menschen im großen arteriellen 

Gefäßsystem etwa bei 1,07 ml/mmHg [199]. Des Weiteren sollte das Trainingsgerät eine 

exakte sowie einfache Messung des Schlagvolumens (SV) ermöglichen. 

Diese Anforderungen konnten mit einem aus Silikon gefertigten elastischen 

Trainingsgerät, dem so genannten Frosch, erfüllt werden (Abbildung 2.1 und 2.2). Der von 

uns verwendete Silikonkautschuk setzt sich dabei aus folgenden Komponenten 

zusammen: 

 

• 70 % Elastomer Dow Corning MDX 4-4210 

• 20 % Silicone Fluid Dow Corning 200 Fluid 100CS 

• 10 % Curing Agent Dow Corning MDX 4-4210 

 

Der Frosch besteht aus drei zusammenhängenden Kammern. Die Zentralkammer mit 

90 mm Länge und einem Maximaldurchmesser von 54 mm umfasst ein Volumen von ca. 

150 ml. Die beiden 45 mm langen Seitenblasen umfassen jeweils 50 ml. Im Übergang 

einer der beiden Seitenblasen zur Zentralkammer mündet ein Katheter ins Lumen des 

Frosches, der den Druck zu einer subcutan implantierten Druckmesskammer (Port) 

weiterleitet. Die beschriebenen Dimensionen des Frosches ergaben sich durch die 

Abmessungen des LDM und dem zur Verfügung stehenden Platz im Thorax der 

Versuchstiere. Die Befüllung des Frosches erfolgte unter sterilen Bedingungen mit 

physiologischer Kochsalzlösung unter Antibiotikazusatz (Gentamicin) als Infektions-

prophylaxe. Während des Kontraktionszyklus des Skelettmuskelventrikels war es nun 

möglich, Volumen aus der Zentralkammer in die Seitenblasen des Frosches zu 

verschieben und in der Relaxationsphase bedingt durch die Elastizität der Frosch-Blasen 

in die Zentralkammer zurückzufördern (Abbildung 2.5). Ein äußeres Kohlefasernetz 

verhinderte die Überdehnung der Zentralkammer. 

Zur Validierung der Genauigkeit der Schlagvolumenbestimmung wurde das direkte und 

das indirekte Messverfahren auf einem eigens dafür entwickelten Teststand überprüft. 

Dieser erlaubte den simultanen Vergleich des berechneten mit dem gemessenen 

Schlagvolumen [92]. 
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Abbildung 2.1 aus: [60] 

Technische Zeichnung des von Guldner et al. entwickelten dynamischen Trainingsgerätes, dem so 

genannten „Frosch“. Die Zentralkammer fasst ein Volumen von ca. 150 ml, die beiden 

Seitenkammern fassen jeweils ca. 50 ml. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 2.2 aus: [60] 

Dreidimensionale Darstellung des dynamischen  

Trainingsgerätes. In Anlehnung an die Schallblasen  

eines Frosches als „Frosch“ bezeichnet. 
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2.4. Operationsverfahren 

Die Narkoseeinleitung erfolgte unter einer intramuskulären Injektion eines Gemisches aus 

25 mg Xylazinhydrochlorid (Rompun®, Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) und 

115 mg Ketamin (Ursotamin®, Serumwerk Bernburg AG, Bernburg, Deutschland). Ein 

zentral liegender, über die V. jugularis eingeführter Katheter erlaubte die Gabe von 

Infusionen und weiteren Pharmaka. Die Präparation des LDM erfolgte über einen dem 

Verlauf der fünften Rippe folgenden Hautschnitt. Anschließend wurde der Sehnenansatz 

am Humerus partiell durchtrennt und unter sorgfältiger Schonung des versorgenden 

Gefäß-Nervenbündels an der Thoraxwand durch Nähte fixiert. Darauf folgend wurden die 

beiden Muskelelektroden wellenförmig um die Endäste des N. thoracodorsalis platziert. 

Der Abstand beider Elektroden betrug ca. 6 cm. 

Das mobilisierte Ende des LDM wurde um den Frosch gewickelt. Um einen doppellagigen 

Muskelschlauch zu erhalten, erfolgte das Einschlagen der Muskelränder nach innen 

(Abbildung 2.4). Somit lagen Blutgefäße und Nerven zwischen beiden Muskelschichten. 

Um ein seitliches Abrutschen des Muskels vom Trainingsgerät zu verhindern, wurde 

dieser mittels Nähten an zwei Ringen aus Teflonfilz fixiert, die im Halsbereich der Frosch-

Blasen gelegen waren. Nach der partiellen Resektion der zweiten und dritten linken Rippe 

wurde der um das Trainingsgerät genähte Skelettmuskelventrikel in der Thoraxhöhle 

versenkt. Der als Druckmesskammer fungierende Portkatheter wurde subcutan fixiert. Die 

Muskelelektroden wurden mit dem Myostimulator verbunden und zusammen mit diesem 

subcutan platziert. Eine Übersicht über das implantierte Trainingsgerät gibt Abbildung 2.3. 

 

 

Abbildung 2.3 aus: [60] 

Schematische Übersicht über das implantierte 

Trainingsgerät. Der LDM ist um den „Frosch“ 

gewickelt. Unter elektrischer Stimulation durch 

den Myostimulator wird der LDM zur 

Kontraktion gebracht. Dieses führt zu einem 

Druckanstieg im „Frosch“-Lumen, der über 

einen subkutan implantierten Portkatheter 

(PaC) gemessen werden kann.  

 

 

 



2. Material und Methoden                                                                                              - 22 - 

 

Abbildung 2.4 aus: [60]  

Operatives Vorgehen bei der Implantation des „Frosches“. Der freipräparierte LDM (a) wird zu 

einem Muskelschlauch gefaltet und vernäht (b). Anschließend wird der Muskelschlauch um die 

Zentralkammer des Trainingsgerätes gewickelt (c). Die Fixation des Muskelschlauches am 

Trainingsgerät erfolgt über eine Vernähung des Muskelschlauches mit zwei Teflonfilzringen (hier 

nicht sichtbar), die zwischen Zentralkammer und Seitenblasen des „Frosches“ angebracht sind (d). 
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2.5. Elektrostimulation und Fasertransformation 

Im Unterschied zum Herzschrittmacher zeichnet sich der Muskelschrittmacher durch ein 

tetanisches Erregungsmuster, die so genannte Burststimulation, aus. Diese ist notwendig, 

um den Skelettmuskel gleichmäßig zur Kontraktion zu bringen. Dabei ist durch die Pulse 

pro Burst die Dauer einer Muskelkontraktion beeinflussbar. Durch die Anzahl der Bursts 

pro Minute (bpm) lässt sich die Anzahl der Muskelkontraktionen pro Minute festlegen. 

Für die elektrische Stimulation des LDM kamen zwei verschiedene Protokolle zum 

Einsatz. 

 

2.5.1. Stimulationsprotokoll zur partiellen Transformation in Typ-I-Fasern                      

(Protokoll Stim50) 

In Anlehnung an die Erkenntnisse von Lopez-Guajardo, die eine Stimulationsobergrenze 

für eine optimale elektrische Stimulation am Skelettmuskel des Kaninchens nachweisen 

konnte [106], entwickelten wir ein Stimulationsmuster, dass für den LDM von Burenziegen 

ähnliche Ergebnisse zeigen konnte. Als Stimulationsobergrenze legten wir hierzu ein  

Tagesmittel von 0,7 Hz fest. Dieses entspräche bei einer kontinuierlichen Stimulation 42 

Pulsen pro Minute oder – bei 6 Pulsen pro Burst – 7 Bursts pro Minute (bpm). 

Zwei Wochen vor der Implantation des Frosches begannen wir mit einer elektrischen, 

niederfrequenten Dauerstimualtion des N. thoracodorsalis bei 2 Hz und 7 V. Eine Woche 

vor der geplanten Frosch-Implantation wurde diese Stimulation auf eine Burststimulation 

mit 8 bpm bei 6 Pulsen pro Burst (Pulsfrequenz 33 Hz) umprogrammiert. Diese insgesamt 

zweiwöchige präoperative Stimulation induziert relative Ischämien, die ein Kapillar-

wachstum im LDM fördern [14, 71]. Zudem kommt es zur Ausbildung von intramuskulären 

Anastomosen zwischen dem Stromgebiet der A. thorakodorsalis und den 

Interkostalarterien [14, 64]. Insgesamt entsteht somit eine optimierte Muskelperfusion, 

welche Voraussetzung für eine suffiziente Pumpleistung von Skelettmuskelventrikeln ist 

[2, 14, 61].  

Die präoperative Stimulation wurde bis zur Operation beibehalten und intraoperativ auf 

eine Burststimulation zunächst mit 3 bpm bei 6 Pulsen pro Burst und einer Spannung von 

2-5 V eingestellt. Die Pulse innerhalb eines Burst erfolgten mit einer Frequenz von 33 Hz. 

Eine Woche nach der Operation erfolgte die Stimulation mit 6 bpm und 5 V bei sonst 

gleichen Parametern. Bis zur 7. postoperativen Woche wurde die Stimulation langsam auf 

30 bpm gesteigert (Tabelle 2.1). Um die Grenzstimulation von 0,7 Hz nicht zu 

überschreiten, erfolgte die Stimulation ab 7 bpm im Tag-Nacht-Rhythmus und war nur 12 

Stunden pro Tag aktiv. Weiterhin wurde während der aktiven Phasen vom 

Muskelschrittmacher alle 15 Minuten eine zehnminütige Pause eingelegt. Diese 



2. Material und Methoden                                                                                              - 24 - 

intermittierende Stimulation soll die on-demand-Aktivität zukünftiger, in den Kreislauf 

integrierter Skelettmuskelventrikel simulieren. 

 

Tabelle 2.1 Stimulationsprotokoll „Stim50“ 

post-OP 
Woche 

Bursts pro 
Minute 
(bpm) 

Pulse pro 
Burst 
[ n ] 

Pulsbreite 
[ µs ] 

Amplitude 
[ V ] 

Pulsfrequenz 
[ Hz ] 

-2 - - - 7 2 

-1 8 6 210 7 33 

1 3 6 210 2-5 33 

2 6 6 210 2-5 33 

3 10 6 210 7-8 33 

4 15 6 210 7-8 33 

5 20 6 210 7-8 33 

6 25 6 210 7-8 33 

ab 7 30 6 210 7-8 33 

 

 

2.5.2. Stimulationsprotokoll zur vollständigen Transformation in Typ-I-Fasern                      

(Protokoll Stim100) 

Die elektrische Stimulation begann erst mit der Implantation des Frosches und wurde in 

den postoperativen Tagen langsam von 3 auf 40 bpm und von 6 auf 17 Pulse pro Burst 

erhöht. Eine präoperative Stimulation gab es in diesem Stimulationsprotokoll nicht. Die 

einzelnen Pulse hatten eine Dauer von 100-200 µs und erfolgten mit einer Frequenz von 

50 Hz. Die Spannung betrug je nach Reizschwelle 2,5-10 V. Die elektrische Stimulation 

erfolgte kontinuierlich ohne Pausen. 

 

2.5.3. Definition des Transformationsgrades 

Um die elektrisch induzierte Transformation der Muskelfasern am LDM besser 

beschreiben zu können, führten wir den Begriff des „Transformationsgrades“ (TG) ein. Der 

Transformationsgrad bildet sich aus der Differenz des Anteils an MHC-Typ-I zwischen der 

prospektiven und der trainierten Muskelprobe nach Gleichung (2.1). 

 

(2.1)    TG = MHCItrain [%] – MHCIpros [%] 

 

MHCItrain [%] :    Anteil der Isoform Typ-I an den gesamt-MHC nach dem Training 

MHCIpros [%] :   Anteil der Isoform Typ-I an den gesamt-MHC vor dem Training 
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2.6. Schlagvolumenbestimmung der Skelettmuskelventrikel 

Beim dynamischen Training von Skelettmuskelventrikeln wird während der elektrischen 

Konditionierung Volumen gegen einen elastischen Widerstand gepumpt. Dieses wird 

erreicht, indem der LDM um die Zentralkammer des Frosches gewickelt wird, die er bei 

Kontraktion komprimieren kann. Folge ist ein aus der Zentralkammer in die Seitenblasen 

gerichteter Volumenshift. Während der Relaxation des Muskels befördern die gespannten 

Seitenblasen das Volumen zurück in die Zentralkammer und bringen den Skelettmuskel-

ventrikel so in seine Ausgangslage (Abbildung 2.5). Dieses Pendelvolumen soll unter 

optimalen Bedingungen dem Schlagvolumen eines in den Kreislauf integrierten 

Skelettmuskelventrikels entsprechen [92], daher ist in der vorliegenden Arbeit stets vom 

Schlagvolumen die Rede.  

Bei bekannter Compliance des Frosches und bekannter Druckdifferenz während eines 

Kontraktionszyklus ließ sich das Schlagvolumen errechnen. Die Druckverhältnisse im 

Inneren des Frosches ließen sich durch Anstechen des Ports mit einer Portnadel und 

Anschließen eines Drucksensors darstellen. Über den Port konnte dem Frosch zudem 

Volumen zugeführt oder entnommen werden. Zunächst erfolgte die Compliancemessung 

des Frosches. Um einen Nullpunkt zu definieren, wurde der Frosch-Innendruck durch 

Volumenkorrektur gegen den umgebenden Atmosphärendruck auf Null eingestellt. 

Fraktioniert über den Port zugegebene Volumina führten zu entsprechenden 

Druckanstiegen, die sich als Ruhedehnungskurve darstellen ließen und dokumentiert 

wurden. 

Nach Registrierung der Ruhedehnungskurve wurde der Innendruck des Frosches durch 

eine Volumenkorrektur auf 60 mmHg gegen den Atmosphärendruck eingestellt. 

Anschließend wurde der Myostimulator aktiviert und die Druckkurven der entstehenden 

Kontraktionen aufgezeichnet.  

Die Berechnung der jeweiligen Schlagvolumina geschah mit einer eigens dafür 

entwickelten Software [92]. Das Computerprogramm ermöglichte die korrekte Ermittlung 

des Schlagvolumens aufgrund der Kontraktionsdrücke sowie der dazugehörigen 

Ruhedehnungskurven (Abbildung 2.6). 
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Abbildung 2.5 aus: [60] 

Ausgangslage des „Frosches“ bei relaxiertem LDM 

(A). Unter Kontraktion des LDM kommt es zu einem 

Volumenshift in die Seitenkammern (B). Nach 

Relaxation des LDM drücken die gedehnten 

Seitenkammern das Volumen zurück in die 

Zentralkammer (C). 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 2.6 aus: [60] 

Durch die Kontraktion des 

LDM wird die Zentral-

kammer des „Frosches“ 

komprimiert. Folge ist ein 

Druckanstieg ∆P im 

„Frosch“-Lumen. Durch 

externe Volumenzugabe 

lässt sich ebenfalls ein 

Druckanstieg erzeugen, die 

so genannte Ruhe-

dehnungskurve. Sind beide 

Druckverläufe bekannt, 

lässt sich das Schlag-

volumen ∆V ermitteln. 
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2.7. Medikation während des dynamischen Trainings der 

Skelettmuskelventrikel 

Alle Ziegen erhielten in den ersten beiden postoperativen Wochen täglich von montags 

bis freitags 150 µg Clenbuterol per os. Ab der dritten Woche senkten wir die Dosis auf 

dreimal wöchentlich 150 µg (montags, mittwochs, freitags). 

Die Tiere der Gruppe III erhielten neben dem oben beschriebenen Clenbuterolschema 

zusätzlich von montags bis freitags täglich 25 µg Triiodthyronin per os. Ab der dritten 

postoperativen Woche senkten wir die Dosis auf dreimal wöchentlich 25 µg (montags, 

mittwochs, freitags). 

 

 

2.8. Biochemische Analysen 

2.8.1. Gewinnung und Lagerung der Muskelproben 

Die Entnahme der Muskelproben aus dem LDM erfolgte vor dem Training (prospektiv) 

und nach Abschluss des Trainings (trainiert) am Frosch. Sie wurden aus den 

Muskelabschnitten des LDM entnommen, die für die Komprimierung des Frosch-

Volumens relevant waren. Anschließend wurden sie in kleine Stücke von ca. 1 cm3 

Volumen geschnitten und in flüssigem Stickstoff kältefixiert. Die Lagerung bis zur weiteren 

Verarbeitung geschah in 15 ml Falconröhrchen bei -80 °C. 

 

2.8.2. Bestimmung der schweren Myosinketten 

Geräte und Reagenzien: 

• Laborwaage SBC 32, Scaltec 

• Mikro-Dismembrator S, B.Braun Biotech International 

• Hoefer-Elektrophoresekammer SE600, Pharmacia Biotech 

• Zentrifuge Biofuge fresco, Heraeus Instruments 

• pH-Meter 766 Calimatic, Knick 

• Acrylamid 

• Ammoniumperoxodisulfat (APS) 

• Adenosintriphosphat (ATP) 

• Bis-Acrylamid Liquacryl® 

• Ethylenbis(oxyethylennitrilo)-tetraessigsäure (EGTA) 

• Glycerin 

• H2O tridest 

• Isopropanol 
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• KCl 

• Mercaptoethanol 

• MgCl2  

• Na-Pyrophosphat 

• Natrium–Laurylsulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS) 

• N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED) 

• Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS), pH-Wert mit HCl eingestellt (TRIS-HCl) 

 

 

Verwendete Lösungen: 

A1  Extraktionspuffer pH 8,5  

• 100 mM Na-Pyrophosphat  

• 5 mM EGTA  

• 5 mM MgCl2 

• 300 mM KCl 

• 5,9 mM ATP 

 

A2 Lysepuffer pH 6,8 

• 10 Vol.-% Glycerin 

• 5 Vol.-% Mercaptoethanol 

• 2,3 Vol.-% SDS 

in 0,0625 M TRIS-HCl  

 

 

Extraktion: 

Die Myosinpräparation erfolgte nach Weeds et al. [108, 198]. Von den Muskelproben 

wurden jeweils ca. 100 mg abgewogen. Anschließend wurden sie eine Minute lang mit 

einer Frequenz von 3.000 /min unter Stickstoffkühlung dismembriert. Es erfolgte die 

Zugabe von 10 µl Extraktionspuffer (A1) pro mg Muskelgewebe. Die Proben tauten 

ungefähr 15 Minuten bei Raumtemperatur auf. Nun folgte eine Zentrifugation über 

10 Minuten bei 12.000 rpm und einer Temperatur von 4 °C. Der Überstand wurde 

entnommen und im Verhältnis 1:1 mit 10 %igem Glycerin verdünnt. Anschließend wurde 

der Proteingehalt der Proben mittels Bio-Rad Protein-Assay photometrisch bestimmt. Im 

kommenden Arbeitsschritt wurden die Proben mit dem Lysepuffer (A2) auf einen 

Gesamtproteingehalt von 0,05 µg/µl verdünnt. Die weitere Lagerung bis zum Auftragen 

auf das Elektrophoresegel erfolgte bei -20 °C. 
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Herstellung des Elektrophoresegels: 

Das Elektrophoresegel bestand aus zwei übereinander geschichteten Kompartimenten, 

einem oberen vorgeschalteten Sammelgel und dem unteren eigentlichen Trenngel. Das 

Sammelgel setzte sich wie folgt zusammen:  

 

• 1 ml   40 % Acrylamid 

• 0,21 ml  2 % Bis-Acrylamid 

• 2,5 ml   500 mM TRIS-HCl pH 6,7 

• 0,1 ml  10 % SDS 

• 6,08 ml  H2O tridest 

• 0,1 ml  10 % APS 

• 0,01 ml  TEMED 

 

 

Der Trenngelansatz setzte sich wie folgt zusammen [69, 202]: 

 

• 5,625 ml  40 % Acrylamid 

• 1,125 ml 2 % Bis-Acrylamid 

• 7,5 ml  1,5 M TRIS-HCl pH 8,6 

• 0,3 ml  10 % SDS 

• 12,85 ml 70 % Glycerin 

• 2,47 ml  H2O tridest 

• 0,06 ml  10 % APS 

• 0,03 ml  TEMED 

 

 

Im Nachfolgenden ist die Reihenfolge der Arbeitsschritte zur Gelherstellung aufgeführt: 

 

1. Volumina für Trenn- und Sammelgel TEMED ansetzen 

2. Montage der Glasplattenhalterung und Einsetzen der Spacer  

3. Trenngelansatz mit TEMED versetzen und Gießen des Trenngels 

4. anschließendes Überschichten mit Isopropanol (ca. 3 mm Höhe) 

5. Erstarrungszeit (mind. 20 min) abwarten 

6. Isopropanol durch abgießen entfernen 

7. Plazieren des Kammes (Negativform für die Slots zum Einbringen der Proben) 

8. Zusatz von TEMED zum Sammelgelansatz 

9. Gießen des Sammelgels 
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10. Erstarrungszeit (mind. 20 min) abwarten 

11. Entfernen des Kammes 

12. Instillieren von 3 µl der zu bestimmenden Proben in die Slots 

 

 

Gelelektrophoretische Auftrennung: 

Die Trennung erfolgte in der Elektrophoresekammer bei Raumtemperatur und einer 

eingestellten Stromspannung von 150 V für 16 Stunden. Billeter et al. sowie weitere 

Untersucher konnten durch Single-fiber-dissection mit anschließender Elektrophorese 

zeigen, dass mit der durchgeführten Methode die schweren Ketten zur Darstellung 

kommen [18, 181, 186]. 

 

 

Fixierung und Färbung des Gels: 

Nach Herauslösung des Gels aus der Elektrophoresekammer erfolgt die Fixation in 50 % 

Methanol über einen Zeitraum von 24 Stunden. Mit der Silberfärbung nach Oakley, die 

sich das Verbinden reduzierten Silbers mit dem Myosin zunutze macht, wurden die 

Banden angefärbt [136]. 

 

 

2.8.3. Bestimmung des Proteins S100A1 

Geräte und Reagenzien: 

• Blotmembran Immobilon-P Transfer Membrane, Millipore  

• Dismembrator Mikro-Dismembrator S, B.Braun Biotech International 

• Elektrophoresegel 6 % und 6-20 % Novex® Tris-Glycine Gels, Invitrogen 

• Elektrophoresekammer XCell SureLockTM, Invitrogen 

• Fotofilm HyperfilmTM ECL, Amersham Biosciences 

• Laborwaage SBC 32, Scaltec 

• Nassblotkammer, Eigenbau 

• pH-Meter 766 Calimatic, Knick 

• Transformator Electrophoresis Power Supply EPS 601,  

Amersham Pharmacia Biotech 

• Zentrifuge Biofuge fresco, Heraeus Instruments 

• alkalische Phosphatase konjugiertes Streptavidin AvidX-AP, Tropix 

• primärer Antikörper rabbit-IgG anti-S100A1 SA 5632, Eurogentec 
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• sekundärer Antikörper goat anti-rabbit-IgG  

Biotin-SP-conjugated Affini Pure, Dianova 

• Bromphenolblau 

• CaCl2 

• CSPD® Ready-to-Use substrate solution, Tropix 

• Ethylenbis(oxyethylennitrilo)-tetraessigsäure (EGTA) 

• Ethylendiamintetraacetat (EDTA) 

• Glycerin 

• I-BlockTM, Tropix 

• β-Mercaptoethanol 

• Methanol 

• NaH2PO4 · H2O 

• Na2HPO4 

• NaCl 

• Natriumlaurylsulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS) 

• Nitro-BlockTM, Tropix 

• Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 

• Proteinaseinhibitor Mini-CompleteTM Proteinase-Inhibitor, Roche  

• Taurin 

• Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS), pH-Wert mit HCl eingestellt (TRIS-HCl) 

• Tween® 20, Bio-Rad 

 

 

Verwendete Lösungen: 

B1 Phosphate Buffered Saline (PBS) 10fach 

• 0,58 M Na2HPO4 

• 0,17 M NaH2PO4 · H2O 

• 0,68 M NaCl 

 

B2  Extraktionspuffer pH 7,4 

• 5 mM EGTA 

• 5 mM EDTA 

• 1 mM PMSF 

• 1 Tablette Proteinaseinhibitor pro 100 ml  

in einfacher PBS (B1) 
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B3 Probenpuffer pH 6,8 

• 0,5 M TRIS-HCl 

• 5 % SDS 

• 10 % Glycerin 

• 0,05 % Bromphenolblau 

• 5 % β-Mercaptoethanol 

 

B4 Anodenpuffer pH 8,6 

• 0,1 M TRIS-HCl 

 

B5 Elektrophoresepuffer pH 8,6 

• 0,1 M TRIS-HCl 

• 0,1 M Taurin 

• 0,1 % SDS 

 

B6 Tank-Blot-Puffer 

• 20 % Methanol 

• 15 mM TRIS 

• 15 mM Taurin 

 

 B7 Tris Buffered Saline (TBS) 10fach pH 7,6 

• 0,025 M TRIS-HCl 

• 0,15 M NaCl 

• 1 mM CaCl2 

 

B8 Blockierpuffer 

• 0,2 % I-BlockTM 

• 10 % TBS 10fach 

• 0,1 % Tween® 20 

 

B9 Assaypuffer 10fach  pH 9,5 

• 1 M Tris-HCl 

• 1 M NaCl 
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Extraktion: 

Die semiquantitativen Analysen des Proteins S100A1 erfolgten nach einem modifizierten 

Protokoll von Ehlermann [44].  

Von den Muskelproben wurden jeweils ca. 100 mg abgewogen. Anschließend wurden sie 

eine Minute lang mit einer Frequenz von 3.000 /min unter Stickstoffkühlung dismembriert. 

Es erfolgte die Zugabe von 3 µl Extraktionspuffer (B2) pro mg Muskelgewebe. Die Proben 

tauten ungefähr 15 Minuten bei Raumtemperatur auf. Nun folgte eine Zentrifugation über 

10 Minuten bei 12.000 rpm und einer Temperatur von 4 °C. Der Überstand wurde 

entnommen und sein Proteingehalt mittels Bio-Rad Protein-Assay photometrisch 

bestimmt. Im kommenden Arbeitsschritt wurden die Proben mit dem Probenpuffer (B3) 

auf einen Gesamtproteingehalt von 5 µg/µl verdünnt.  

 

 

Gelelektrophorese: 

Die Lanes eines 6-20 % Tris-Glycin Gels wurden mit jeweils 50 µg Gesamtprotein 

(entspricht 10 µl der Probe) gefüllt. In den äußersten Lanes der Gele lief jeweils der 

Marker mit. Die Gele liefen bei Raumtemperatur für 2 Stunden bei einer Spannung von 

90 V und einer maximalen Stromstärke von 50 mA. In Anlehnung an die Vorgehensweise 

auf unserem Campus [17, 154] und nach persönlicher Beratung kam bei der 

Gelelektrophorese des S100A1 keine Ladekontrolle zum Einsatz. 

 

 

Blotten: 

Anschließend erfolgte das Blotten in einer selbstgebauten Nassblotkammer auf eine 

PVDF-Membran. Die PVDF-Membran wurde zuvor in einer 100 %igen Methanol-Lösung  

aktiviert. Der Blot lief bei Raumtemperatur für 2 Stunden bei 50 V und einer maximalen 

Stromstärke von 240 mA. Bei allen Blots kam der Tank-Blot-Puffer (B6) zum Einsatz. 

 

 

Antikörper-Inkubation: 

Die PVDF-Membran wurde nach dem Blotten mit einfacher TBS-Lösung (B7) 

abgewaschen. Anschließend erfolgte eine Inkubation in Blockierpuffer (B8) für 60 

Minuten. Die primären Antikörper wurden mit Blockierpuffer 1:40.000 verdünnt. Die PVDF-

Membran wurde darin für 60 Minuten inkubiert. Anschließend wurde die Membran 

zweimal für jeweils 2 Minuten in Blockierpuffer (B8) gewaschen. Die sekundären 

Antikörper wurden mit Blockierpuffer (B8) 1:40.000 verdünnt und die PVDF-Membran 

darin für 60 Minuten inkubiert. Nun erfolgte wieder ein zweimaliges, fünfminütiges 
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Waschen der Membran mit Blockierpuffer (B8). Im Folgenden wurde die Membran für 60 

Minuten in AVIDx-APTM – verdünnt mit Blockierpuffer (B8) 1:20.000 – inkubiert. Weiterhin 

wurde die Membran dreimal jeweils 5 Minuten in Blockierpuffer (B8) sowie zweimal für 

jeweils 2 Minuten in einfachem Assaypuffer (B9) gewaschen. Die Membran wurde nun mit 

ca. 3 ml eines Gemisches aus 20 Teilen CSPD® Ready-to-Use substrate solution und 

einem Teil Nitro-BlockTM gleichmäßig für 5 Minuten benetzt. Das bei der Umsetzung des 

Substrates durch die alkalische Phosphatase (AVIDx-APTM) entstehende Licht wurde 

benutzt, um einen Fotofilm zu schwärzen. 

 

 

Spezifität des S100A1-Antikörpers: 

Der Antikörper SA 5632 kam bei uns als primärer Antikörper zum Nachweis des Proteins 

S100A1 zum Einsatz. Es handelt sich hierbei um einen polyklonalen Antikörper des Typs 

IgG aus dem Kaninchen. Dieser bindet spezifisch an die Aminosäuren 42 - 54 des 

humanen S100A1 [131]. Eine Kreuzreaktion mit dem S100A1-Protein aus Maus, Ratte 

und Kaninchen konnte bereits nachgewiesen werden [127]. Eine zusätzliche 

Kreuzreaktion mit dem S100A1 der Ziege ist hochwahrscheinlich [162], da die Genstruktur 

der S100-Proteine bei allen Vertebraten hochkonserviert ist und sich diese daher unter 

den verschiedenen Spezies kaum unterscheiden [119]. Zudem exponiert das Protein 

S100A1 aufgrund des Kontaktes zur PVDF Membran eine hydrophobe Oberfläche, die die 

spezifischen Epitope für den Antikörper beinhaltet. Diese Epitope sind in vivo für weitere 

Proteininteraktionen verantwortlich und sind daher zwischen den Spezies identisch [126]. 

Der genannte Antikörper ist bereits in zahlreichen medizinischen Dissertationen und 

Publikationen unter der gleichen Methode wie in der Vorliegenden Arbeit zum Einsatz 

gekommen [17, 20, 128, 129, 132, 154, 155]. Hierbei fiel er durch eine hohe Spezifität und 

Zuverlässigkeit auf.  

 

 

2.8.4. Densitometrische Quantifizierung der Gele und Filme 

Die Gele und entwickelten Filme wurden eingescannt und als tif-Dateien gespeichert. Die 

Quantifizierung der Banden erfolgte mit der Software Gel-Pro Analyser 3.0 

(MediaCybernetics, Bethesda, USA). 
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2.9. Einteilung der Versuchsgruppen 

Die Ziegen wurden retrospektiv in drei Gruppen eingeteilt, die sich hinsichtlich Medikation 

und Stimulationsmuster unterschieden. Die Tiere der Gruppe I (n = 6) erhielten lediglich 

Clenbuterol und wurden nach dem Stimulationsmuster Stim50 trainiert. Tiere der 

Gruppe II (n = 6) erhielten ebenfalls ausschließlich Clenbuterol, wurden aber nach dem 

Stimulationsmuster Stim100 trainiert. Gruppe III (n = 5) beinhaltete Tiere, die sowohl 

Clenbuterol als auch Thyroxin bekamen und nach dem Stimulationsmuster Stim100 

trainiert wurden (Tabelle 2.2). 

 

 

Tabelle 2.2: Gruppeneinteilung 

 
Stimulationsmuster 

Stim50 

Stimulationsmuster 

Stim100 

Clenbuterol + 

Triiodthyronin 
- 

Gruppe III 

(n = 5) 

Clenbuterol 
Gruppe I 

(n = 6) 

Gruppe II 

(n = 6) 

 

 

2.10. Statistik 

Zur Auswertung der Statistik wurde das Programm SPSS Statistics 18 (SPSS Inc., 

Chicago, USA) verwendet. Aufgrund der geringen Fallzahlen gingen wir stets von nicht-

normalverteilten Stichproben aus. Für die Berechnung der Signifikanzen kam daher bei 

unverbundenen Stichproben der U-Test nach Mann-Whitney und bei verbundenen 

Stichproben der Wilcoxon-Test zur Anwendung.  
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3. Ergebnisse 

 

3.1. Versuchstiere und Trainingsdauer 

Alle Tiere überstanden die Implantation des Frosches unbeschadet. Sie erholten sich von 

der Operation innerhalb kurzer Zeit, sodass ihnen bereits wenige Tage nach der 

Operation ein schmerzfreies Bewegen in den Stallungen und auf den Weiden möglich 

war. Der einseitige Ausfall des LDM wurde von den Tieren ohne weitere Probleme 

toleriert. Vor Beginn und nach Abschluss des dynamischen Trainings wurden jeweils 

Proben aus dem LDM entnommen. Diese bezeichnen wir in der vorliegenden Arbeit mit 

„prospektiv“ und „trainiert“. Es erfolgten Analysen zur MHC-Komposition und zur 

Expression des Proteins S100A1. Zudem wurde das Schlagvolumen des Frosches am 

Trainingsende bestimmt, um dieses mit den biochemischen Eigenschaften des LDM am 

Trainingsende vergleichen zu können.  

 

Als Trainingsdauer zählte die Zeit von der Implantation bis zur Explantation des Frosches. 

Der Frosch wurde beim Auftreten von Komplikationen wie Infektionen oder Leckagen 

explantiert. Aus dieser Tatsache ergab sich für alle Tiere eine unterschiedlich lange 

Trainingsdauer. Die Tabellen 3.1 bis 3.3 geben für jedes Tier die Trainingsdauer und den 

Grund des Trainingsendes wieder.  

Gruppe III wurde mit einem Mittelwert von 206,2 ± 68,6 Tagen am längsten trainiert, 

gefolgt von Gruppe II mit 188,0 ± 59,3 Tagen. Das Training der Tiere in Gruppe I fiel im 

Mittel mit 93,3 ± 32,6 Tagen am kürzesten aus.  

Die Differenz der Trainingsdauer zwischen den Gruppen I und II war mit p = 0,016 sowie 

zwischen den Gruppen I und III mit p = 0,011 signifikant. Lediglich zwischen den 

Gruppen II und III bestand kein signifikanter Unterschied (p = 0,855). 
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Tabelle 3.1 

Trainingsdauer und Grund des Trainingsendes 

Gruppe I (n = 6) Clenbuterol, Stimulationsprotokoll „Stim50” 

Name 
Trainings-
dauer [d] 

Grund des Trainingsendes 

Merkur 65 
großflächige Infektion um Narbe und 
Schrittmacher (SM) 

Heinz 101 SM-Tasche infiziert 

Heino 141 SM-Tasche perforiert 

Vincente 59 Leckage des Frosches 

Leo 119 SM-Tasche perforiert 

Pipo Langstrumpf 75 Perikardtamponade, linke Lunge teilkollabiert 

Mittelwert 93,3 

Standardabweichung 32,6 

 

 

 

 

Tabelle 3.2 

Trainingsdauer und Grund des Trainingsendes 

Gruppe II (n = 6) Clenbuterol, Stimulationsprotokoll „Stim100“ 

Name 
Trainings-
dauer [d] 

Grund des Trainingsendes 

Lolly 196 deszendierende Portinfektion 

Ringo Starr 196 Pneumonie 

Danni 204 SM-Tasche perforiert 

Nina 81 Leckage des Frosches 

Hanna 187 SM-Tasche perforiert 

Gerhard Schröder 264 SM-Tasche perforiert 

Mittelwert 188,0 

Standardabweichung 59,3 
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Tabelle 3.3 

Trainingsdauer und Grund des Trainingsendes 

Gruppe III (n = 5) Clenbuterol + Triiodthyronin, Stimulationsprotokoll „Stim100” 

Name 
Trainings-
dauer [d] 

Grund des Trainingsendes 

Horst Janssen 182 SM-Tasche infiziert 

Max Ernst 120 SM-Tasche infiziert 

Hamburger 185 Portinfektion 

Antoni Tapies 243 SM-Tasche perforiert 

Andy Warhol 301 Pneumonie 

Mittelwert 206,2 

Standardabweichung 68,6 

 

 

 

 

 

Abbildung 3.1 

Darstellung der Trainingsdauer aller drei Gruppen (Fehlerindikator: ± 1 SD). 
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3.2. Myostimulatoren und Elektroden 

Prä- und unmittelbar postoperativ wurden die Myostimulatoren auf ihre ordnungsgemäße 

Funktion überprüft. Die Implantation der Elektroden und Myostimulatoren gestaltete sich 

bei allen Versuchstieren problemlos. Im Trainingsverlauf kam es bei vier Ziegen zu 

Fehlfunktionen des Myostimulators, die einen Austausch des Aggregates erforderlich 

machten. Dieser erfolgte jeweils innerhalb einer Woche. 

Im Trainingsverlauf konnten zudem fünf Elektrodenbrüche bzw. -dislokationen beobachtet 

werden. Ein Ersatz der Elektroden erfolgte ebenfalls innerhalb einer Woche. 

 

 

3.3. Biochemische und fluiddynamische Ergebnisse  

Die Tabellen 3.4 bis 3.6 zeigen eine Übersicht über die biochemischen und 

fluiddynamischen Ergebnisse der drei Versuchsgruppen. Aufgeführt ist jeweils der 

prospektive und trainierte MHC-Typ-I-Anteil der Muskelprobe (die Differenz zu 100 % ist 

stets als MHC-Typ-II zu betrachten), der Transformationsgrad (Kapitel 2.5.3.), die 

trainierte, relative S100A1-Konzentration im Vergleich zur prospektiven Probe sowie das 

Schlagvolumen des Frosches am Trainingsende.  

 

3.3.1. Teiltransformierte Skelettmuskelventrikel mit Clenbuterolmedikation   

(Gruppe I) 

Unter Anwendung des Stimulationsprotokolls Stim50 konnte in allen Versuchstieren der 

Gruppe I ein relativer Anstieg des MHC-Typ-I-Anteils auf ca. 50 % beobachtet werden. 

Lediglich im LDM von Heino wiesen wir eine Reduktion des MHC-Typ-I-Anteils um 

6 Prozentpunkte nach. Heino zeigte somit als einziges Tier einen negativen 

Transformationsgrad. Die Mittelwerte des prospektiven und trainierten relativen MHC-Typ-

I-Anteils unterschieden sich innerhalb der Gruppe I nicht signifikant voneinander 

(p = 0,075). 

Die relative S100A1-Konzentration zeigte sich nach dem Training innerhalb der Gruppe I 

uneinheitlich. Sie reichte von einer Halbierung (Heino) bis fast zu einer Verdreifachung 

(Leo) im Vergleich zu den jeweiligen prospektiven Proben. 
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Tabelle 3.4 

Gruppe I (n = 6) Clenbuterol, Stimulationsprotokoll „Stim50“ 

Name 
MHCI  

pros [%] 
MHCI   

train [%] 
TG 

S100A1 
[%] 

SV  
[ml] 

Merkur 24,2 45,8 21,6 194,8 30,5 

Heinz 41,7 43,2 1,5 95,5 17,8 

Heino 57,1 51,1 -6,0 49,1 13,4 

Vincente 44,6 51,1 6,5 117,7 27,7 

Leo 24,9 46,8 21,9 256,5 44,4 

Pipo Langstrumpf 23,7 44,0 20,3 180,5 32,9 

Mittelwert 36,0 47,0 11,0 149,0 27,8 

Standardabweichung 13,9 3,4 12,0 75,5 11,1 

 

 

3.3.2. Vollständig transformierte Skelettmuskelventrikel mit Clenbuterolmedikation 

(Gruppe II) 

Unter Anwendung des Stimulationsprotokolls Stim100 fiel bei allen Versuchstieren der 

Gruppe II außer bei Hanna der MHC-Typ-II-Anteil unter die Nachweisgrenze. Der LDM 

dieser Tiere wurde somit in einen reinen Typ-I-Muskel transformiert. Die Mittelwerte des 

MHC-Typ-I-Anteils zwischen den prospektiven und den trainierten Proben unterschieden 

sich in Gruppe II signifikant voneinander (p = 0,028). 

Die S100A1-Konzentration innerhalb der Gruppe II stieg nach dem Training auf ein 

Vielfaches im Vergleich zur untrainierten Probe an.  

 

Tabelle 3.5 

Gruppe II (n = 6) Clenbuterol, Stimulationsprotokoll „Stim100“ 

Name 
MHCI  

pros [%] 
MHCI  

train [%] 
TG 

S100A1 
[%] 

SV [ml] 

Lolly 36,3 100,0 63,7 510,5 13,2 

Ringo Starr 35,8 100,0 64,2 563,6 18,2 

Danni 58,4 100,0 41,6 412,5 17,3 

Nina 42,7 100,0 57,3 505,0 12,3 

Hanna 26,8 96,0 69,2 510,0 22,3 

Gerhard Schröder 27,4 100,0 72,6 526,5 11,4 

Mittelwert 37,9 99,3 61,4 504,7 15,8 

Standardabweichung 11,7 1,6 11,0 42,4 4,2 
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3.3.3. Vollständig transformierte Skelettmuskelventrikel mit Clenbuterol- und 

Triiodthyroninmedikation (Gruppe III) 

Auch in Gruppe III wurde durch das Stimulationsprotokoll Stim100 eine vollständige 

Transformation der Muskelfasern in Richtung Typ-I-Fasern induziert. Bei jeder trainierten 

Muskelprobe dieser Gruppe fiel der MHC-Typ-II-Anteil unter die Nachweisgrenze. Der 

Unterschied zwischen prospektiver und trainierter MHC-Komposition erwies sich als 

signifikant (p = 0,043). Durch das dynamische Training kam es im Mittel zu einer 

Versiebenfachung der S100A1-Konzentration. 

 

 

Tabelle 3.6 

Gruppe III (n = 5) Clenbuterol + Thyroxin, Stimulationsprotokoll „Stim100” 

Name 
MHCI  

pros [%] 
MHCI  

train [%] 
TG 

S100A1 
[%] 

SV [ml] 

Horst Janssen 26,5 100,0 73,5 758,0 33,3 

Max Ernst 26,9 100,0 73,1 714,0 27,5 

Hamburger 32,8 100,0 67,2 702,4 18,0 

Antoni Tapies 28,7 100,0 71,3 692,9 10,0 

Andy Warhol 34,3 100,0 65,7 640,0 52,0 

Mittelwert 29,8 100,0 70,2 701,5 28,2 

Standardabweichung 3,5 0,0 3,5 42,4 16,0 

 

 

 

3.4. Myosin-Heavy-Chain-Komposition der Skelettmuskelventrikel 

Die prospektiven und trainierten Muskelproben des LDM wurden gelelektrophoretisch 

hinsichtlich der MHC-Komposition nach Typ-I und Typ-II analysiert. Die Intensität der 

Bande des MHC-Typ-I addiert mit der Bande des MHC-Typ-II wurde als 100 % definiert. 

Hieraus ergab sich der jeweilige relative MHC-Typ-I und -Typ-II-Anteil in Prozent. 

Abbildung 3.3 gibt die Ergebnisse wieder. 

 

3.4.1. Vor dem Training 

Die MHC-Komposition des LDM war in allen drei Gruppen vor dem Training ähnlich.  Den 

höchsten prospektiven MHC-Typ-I-Anteil wies die Gruppe II mit 37,9 ± 11,7 % auf, den 

niedrigsten die Gruppe III mit 29,8 ± 3,5 %.  Gruppe I lag mit einem mittleren MHC-Typ-I-

Anteil von 36,0 ± 13,9 % zwischen den Gruppen II und III. 



3. Ergebnisse                                                                                                                 - 42 - 

Für den Unterschied der prospektiven MHC-Zusammensetzung zwischen Gruppe I und 

Gruppe II war keine Signifikanz nachzuweisen (p = 0,522). Auch im Vergleich der Gruppe I 

mit der Gruppe III zeigte sich keine Signifikanz (p = 1,000). Gleiches galt zwischen den 

Gruppen II und III (p = 0,144). Die Ausgangssituation bezüglich der MHC-Komposition ist 

somit für alle Gruppen gleich.  

 

3.4.2. Nach dem Training 

Durch die elektrische Stimulation konnte in allen LDM mit Ausnahme von Heino 

(Gruppe I) eine relative Erhöhung der MHC-Typ-I-Fraktion induziert werden. Wie hoch 

diese Erhöhung ausfiel, hing dabei vom gewählten Stimulationsprotokoll ab. So zeigten 

die Tiere der Gruppe I, deren Training durch das Stimulationsmuster Stim50 erfolgte, eine 

MHC-Komposition von lediglich 47,0 ± 3,4 % Typ-I. Wesentlich größere relative MHC-Typ-

I-Anteile wurden in den Gruppen beobachtet, für die das Stimulationsprotokoll Stim100 

gewählt wurde. Dazu zählten die Gruppe II mit 99,3 ± 1,6 % und die Gruppe III mit 

100 ± 0 %. Der geringe Unterschied dieser beiden Gruppen war nicht signifikant 

(p = 0,361). Eine Signifikanz der Unterschiede konnte nur zwischen den Gruppen mit 

unterschiedlichen Stimulationsprotokollen festgestellt werden, d. h. zwischen den Gruppen 

I und II (p = 0,003) sowie zwischen den Gruppen I und III (p = 0,004). 

 

 

Abbildung 3.2 

Elektrophoresegel der MHC-

Analysen (Auszug). Die 

jeweils oberen Banden 

repräsentieren den MHCII-

Anteil, die unteren den MHCI-

Anteil. Lane 2 + 4: untrainierte 

MHC-Komposition (über-

wiegend MHCII). Lane 1: 

vollständig transformierte 

MHC-Komposition (nach 

Training laut Protokoll 

Stim100). Lane 3 + 5: 

teiltransformierte MHC-

Komposition (nach Training 

laut Protokoll Stim50). 
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Abbildung 3.3 

Darstellung der MHC-Typ-I-Komposition der drei Gruppen vor (prospektiv) und nach dem Training 

(trainiert) (Fehlerindikator: ± 1 SD). Die Gruppen II und III weisen signifikante Unterschiede 

zwischen prospektiver und trainierter MHC-Komposition auf. Aufgrund der Übersichtlichkeit wurde 

auf die Darstellung des MHC-Typ-II-Anteils verzichtet, dieser stellt stets die Differenz zu 100 % dar. 

 

 

3.5. Trainingsinduzierte S100A1-Expression der Skelettmuskelventrikel 

Das Protein S100A1 wurde gelelektrophoretisch mit Hilfe eines Immunoassays 

semiquantitativ bestimmt. Hierzu verglichen wir die Intensität der prospektiven S100A1-

Bande mit der Intensität der zugehörigen trainierten Bande des gleichen Tieres. Die 

Intensität der trainierten Bande wurde anschließend als Prozentwert der prospektiven 

Bande des jeweiligen Tieres angegeben. Dementsprechend bedeutet eine relative 

S100A1-Konzentration von 100 %, dass die S100A1-Konzentration genau so hoch ist wie 

in der untrainierten (prospektiven) Probe.  

Abbildung 3.5 stellt die erhobenen Ergebnisse grafisch dar. In allen LDM konnte durch die 

elektrische Stimulation am Frosch die Expression von S100A1 gesteigert werden. In 

Gruppe III ergab sich durch das Training eine mittlere S100A1-Expression von 
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701,5 ± 42,4 %. In der Gruppe II fiel die Erhöhung der S100A1-Expression etwas geringer 

aus. Hier stieg der S100A1-Gehalt auf 504,7 ± 50,0 % an. Den geringsten Zuwachs 

verzeichnete die Gruppe I. Durch das Stimulationsprotokoll Stim50 konnte in dieser 

Gruppe lediglich ein Zuwachs auf 149,0 ± 75,5 % der prospektiven S100A1-Expression 

gezeigt werden. 

Die beschriebenen Unterschiede zwischen allen drei Gruppen erwiesen sich als 

hochsignifikant. Im Vergleich der Gruppen I und II lag die Signifikanz bei p = 0,004. 

Zwischen den Gruppen I und III konnte eine Signifikanz von p = 0,006 und zwischen den 

Gruppen II und III ebenfalls eine Signifikanz von p = 0,006 beobachtet werden. 

 

 

Abbildung 3.4 

Belichteter Film des Immunoblot der S100A1-Analysen (Auszug). Die S100A1-Banden liegen 

ungefähr auf Höhe der 10 kDa-Bande der Markerlane. Lane 3 + 1: Versuchstier Pipo Langstrumpf, 

untrainiert + trainiert. Der S100A1-Gehalt hat sich durch das Training bei diesem Versuchstier fast 

verdoppelt. Lane 6 + 4: Versuchstier Lolly, untrainiert + trainiert. Durch das Training kam es hier zu 

einem massiven Anstieg des Proteins S100A1. Lane 7 + 8: Versuchstier Heinz, untrainiert + trainiert 

ohne wesentlichen Unterschied zwischen der trainierten und untrainierten Probe.  

Anmerkung: Die 10 und 15 kDa Banden der Marker-Lane waren zu schwach um den Fotofilm 

ausreichend zu schwärzen, sodass sie von der Blotmembran 1:1 abgepaust wurden (auf der 

Blotmembran waren sie deutlich sichtbar).  
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Abbildung 3.5 

Darstellung der relativen S100A1-Konzentration der drei Gruppen nach dem Training 

(Fehlerindikator: ± 1 SD). Die untrainierten (prospektiven) Proben sind jeweils als 100 % definiert. 

Alle Gruppen unterscheiden sich hochsignifikant voneinander. 

 

 

3.6. Schlagvolumina der Skelettmuskelventrikel 

Um die biochemischen Eigenschaften der trainierten Muskeln nach dem Training mit dem 

Schlagvolumen vergleichen zu können, bestimmten wir dieses ebenfalls am Ende des 

Trainings. Abbildung 3.6 gibt die Ergebnisse wieder. 

Die Entwicklung des Schlagvolumens zeigte hinsichtlich des gewählten Stimulations-

protokolls oder der applizierten Medikation keinen eindeutigen Trend. Zudem differierten 

die registrierten Schlagvolumina innerhalb der Gruppen stark, was besonders in den 

Gruppen I und III zu hohen Standardabweichungen führte.  

Gruppe III wies am Trainingsende mit 28,2 ± 16,0 ml das höchste Schlagvolumen auf. 

Gruppe I zeigte ein nur wenig geringeres Schlagvolumen von 27,8 ± 11,1 ml. Das 
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niedrigste mittlere Schlagvolumen fand sich in Gruppe II, das mit 15,8 ± 4,2 ml nur gut die 

Hälfte des Schlagvolumens der Gruppe III ausmachte.  

Eine Signifikanz der Unterschiede im Schlagvolumen bestand ausschließlich zwischen 

der Gruppe I mit dem höchsten und der Gruppe II mit dem niedrigsten Schlagvolumen 

(p = 0,037). Zwischen den Gruppen I und III (p = 1,000) sowie den Gruppen II und III 

(p = 0,201) war keine Signifikanz der Unterschiede im Schlagvolumen nachweisbar. 

 

 

 

Abbildung 3.6 

Darstellung der Schlagvolumina am Ende des Trainings (Fehlerindikator: ± 1 SD). Signifikant 

unterschiedliche Schlagvolumina zeigen sich lediglich zwischen den Gruppen I und II. 
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3.7. S100A1-Expression und Transformationsgrad der 

Skelettmuskelventrikel 

Um einen möglichen Zusammenhang zwischen dem Transformationsgrad und der 

Expression des Proteins S100A1 darstellen zu können, wurden die Ergebnisse der 

einzelnen Tiere zueinander in Relation gesetzt (Abbildung 3.7 und 3.8). 

Die S100A1-Expression stieg in allen Gruppen mit größer werdendem Transformations-

grad an. Wir gingen – unter Ausschluss der Gruppe III aufgrund der unterschiedlichen 

Medikation – von einer linearen Abhängigkeit der S100A1-Expression vom 

Transformationsgrad aus. Diese Korrelation wurde durch die Regressionsgleichung (3.1) 

mit R2 = 0,969 beschrieben. Zu beachten ist, dass das Versuchstier Heino aus der 

Gruppe I trotz eines negativen Transformationsgrades des LDM dem Trend der 

Regression folgte. 

 

(3.1)   S100A1 [%] = f(TG) = 6,740 x TG + 82,85           (R2 = 0,969) 
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Abbildung 3.7 

Darstellung der relativen S100A1-Konzentration in Abhängigkeit des Transformationsgrades. 

Abgebildet sind die Ergebnisse der Gruppen I und II. Die Regressionsgerade resultiert aus den 

Messdaten beider Gruppen.  

 

R2 = 0,969 
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Abbildung 3.8 

Darstellung der relativen S100A1-Konzentration in Abhängigkeit des Transformationsgrades. Hier 

die Darstellung aller drei Versuchsgruppen. Die Ergebnisse der Gruppe III passen 

größenordnungsmäßig in die Regression der Gruppen I und II. 

 

 

3.8. Schlagvolumen und S100A1-Expression der Skelettmuskelventrikel 

Um die Auswirkung einer veränderten S100A1-Expression auf das Schlagvolumen der 

Frösche evaluieren zu können, wurden die Daten der einzelnen Versuchstiere zueinander 

in Relation gestellt (Abbildung 3.9 und 3.10). 

Innerhalb der Gruppe I stieg das Schlagvolumen mit zunehmender S100A1-Expression 

des LDM an. Wir legten für diesen Zusammenhang wiederum eine lineare Korrelation zu 

Grunde, aus der sich die Regressionsgleichung (3.2) mit R2 = 0,933 ergab.  

Für die Gruppen II und III wurden keine Abhängigkeiten des Schlagvolumens von der 

S100A1-Expression beobachtet.  

 

(3.2)   SV [ml] = f(S100A1) = 0,142 x S100A1[%] + 6,61           (R2 = 0,933) 

 

R2 = 0,969 
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Abbildung 3.9 

Darstellung des Schlagvolumens in Abhängigkeit der relativen S100A1-Konzentration innerhalb der 

Gruppe I. 
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Abbildung 3.10 

Darstellung des Schlagvolumens in Abhängigkeit der relativen S100A1-Konzentration aller drei 

Gruppen. Gruppe I zeigt eine lineare Korrelation. Innerhalb der Gruppen II und III zeigt sich kein 

eindeutiger Zusammenhang zwischen relativer S100A1-Konzentration und Schlagvolumen. 

R2 = 0,933 

R2 = 0,933 
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3.9. Schlagvolumen und Transformationsgrad der Skelettmuskelventrikel 

Um die Auswirkung der durch elektrisches Training veränderten MHC-Komposition der 

LDM auf die Entwicklung des Schlagvolumens zu untersuchen, stellten wir das 

Schlagvolumen jedes Versuchstieres in Abhängigkeit des Transformationsgrades dar 

(Abbildung 3.11 und 3.12).  

Wiederum war nur in Gruppe I eine eindeutige Abhängigkeit erkennbar. Das 

Schlagvolumen stieg mit zunehmendem Transformationsgrad an. Wir unterstellten eine 

lineare Korrelation, aus der sich die Gleichung (3.3) mit R2 = 0,807 ergab.  Das 

Versuchstier Heino aus der Gruppe I folgte trotz eines negativen Transformationsgrades 

des LDM auch hier dem Trend der Regression. Es wurden keine eindeutigen 

Abhängigkeiten zwischen Schlagvolumen und Transformationsgrad in den Gruppen II 

und III festgestellt.  

 

(3.3)       SV [ml] = f(TG) = 0,833 x TG + 18,65           (R2 = 0,807) 
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Abbildung 3.11 

Darstellung des Schlagvolumens in Abhängigkeit des Transformationsgrades innerhalb der 

Gruppe I. 

 

 

R2 = 0,807 
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Abbildung 3.12 

Darstellung des Schlagvolumens in Abhängigkeit des Transformationsgrades. Für Gruppe I ergibt 

sich eine lineare Korrelation. Für die Gruppen II und III kann kein eindeutiger Zusammenhang 

nachgewiesen werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

R2 = 0,807 
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4. Diskussion 

Unsere Ergebnisse konnten zeigen, dass durch elektrische Skelettmuskelstimulation die 

S100A1-Expression dieser Muskeln gesteigert werden kann. Die relative S100A1-

Konzentration korrelierte dabei linear mit dem elektrisch induzierten Transformationsgrad 

(Definition Kapitel 2.5.) der Muskeln. In der Gruppe der mit dem Protokoll Stim50 

stimulierten Tiere zeigte sich das entwickelte Schlagvolumen der Frösche als lineare 

Funktion der relativen S100A1-Konzentration. In dieser Gruppe konnte weiterhin ein 

direkter linearer Zusammenhang von Transformationsgrad und Schlagvolumen 

nachgewiesen werden. Aus diesen Beobachtungen lassen sich Erkenntnisse für die 

Anwendung des BMH am Menschen ableiten. 

 

 

4.1. Tiermodell 

In früheren Untersuchungen zum dynamischen Training von Skelettmuskelventrikeln sind 

Kälber als Versuchstiere zum Einsatz gekommen [61]. Da Kälber im Wachstum befindlich 

sind, können die gewonnenen Ergebnisse nicht auf Organismen mit ausgewachsener 

Muskulatur übertragen werden [33, 34]. Dieses spielt insofern eine Rolle, als dass 

muskulöse Herzunterstützungssysteme bei erwachsenen Patienten angewandt werden 

sollen. Aus folgenden Gründen entschieden wir uns für ausgewachsene Burenziegen. 

1. Burenziegen weisen als so genannte Fleischziegen eine besonders stark ausgeprägte 

Muskulatur auf. Die Masse des LDM beträgt beim Bock etwa 300 g. Diese 

Muskelmasse liegt deutlich über derjenigen der sonstigen Hausziegen. 

2. Entsprechend des höheren Körpergewichtes der Burenziegen im Vergleich zur 

Hausziege weisen sie auch ein größeres Thoraxvolumen auf. Dieses ist von 

Bedeutung, da der Skelettmuskelventrikel intrathorakal unter Vermeidung einer 

Irritation des Herzens platziert werden muss. 

3. Anhand histologischer und histochemischer Analysen bei verschiedenen Tierarten wie 

Hund, Schwein und Ziege im Vergleich zur menschlichen Muskulatur, konnten 

Ianuzzo und Mitarbeiter feststellen, dass der LDM der Ziege der humanen Muskulatur 

in Bezug auf MHC-Komposition, myofibrilläre ATPase-Aktivität, mitochondriale 

Enzymaktivität sowie Gehalt an 72-kD-Heat-Shock-Protein am ähnlichsten ist [35, 72]. 

4. Aufgrund von Größe und Gewicht von Burenziegen (50-100 Kg) ist eine Übertragbar-

keit bezüglich der Größe der Skelettmuskelventrikel vom Tiermodell auf den 

erwachsenen Menschen möglich. 
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5. Da während des Langzeitversuches Messungen am über 20-30 Minuten 

stillstehenden Tier erforderlich waren, eignen sich die vom Temperament eher ruhigen 

Ziegen besser als beispielsweise Hunde, Schweine und Schafe. 

 

 

4.2. Gruppeneinteilung 

Für die vorliegende Arbeit wurden 17 Ziegen retrospektiv in drei Gruppen eingeteilt. Diese 

Gruppen unterschieden sich hinsichtlich der Medikation und des elektrischen 

Stimulationsprotokolls. Zwei Gruppen wurden mit Clenbuterol, eine weitere mit 

Clenbuterol und Triiodthyronin (T3) behandelt. Für die elektrische Muskelstimulation 

kamen die Protokolle Stim50 in einer Gruppe und Stim100 in den beiden anderen 

Gruppen zur Anwendung. Den Gruppen I und II wurden jeweils 6 Tiere, der Gruppe III 

5 Tiere zugeteilt. 

Das retrospektive Studiendesign der vorliegenden Arbeit rechtfertigen wir mit dem 

erheblichen Arbeits- und Materialaufwand, der mit chronischen Großtierversuchen 

verbunden ist.  

 

 

4.3. Trainingsdauer 

Als Trainingsdauer zählten die Tage von der Implantation bis zur Explantation des 

Frosches. Das Ende des Trainings und die Explantation des Frosches erfolgten, wenn 

eine Fortführung des Experimentes nicht mehr möglich war. Gründe hierfür waren 

Leckagen des Frosches, Infektionen im Bereich des Schrittmachers und Frosches sowie 

ernstere Erkrankungen der Versuchstiere. Diese Umstände führten zwischen allen drei 

Gruppen zu einer unterschiedlichen mittleren Trainingsdauer. Lediglich zwischen den 

Gruppen II und III war dieser Unterschied nicht signifikant.  

Für die Fragestellungen der vorliegenden Arbeit wäre eine einheitliche Trainingsdauer 

aller Tiere wünschenswert gewesen. Diese konnte jedoch nicht realisiert werden, da die 

Evaluation der S100-Proteine, MHC-Komposition und Schlagvolumina nur einen kleinen 

Teilaspekt der aufwendigen Großtierversuche darstellte. 

Ein Störeinfluss durch die unterschiedliche Trainingsdauer kann nicht vollständig 

ausgeschlossen werden. Es sei jedoch darauf hingewiesen, dass die kürzeste 

Trainingsdauer (Vincente, Gruppe I) immerhin knapp zwei Monate beträgt. Wir gehen 

davon aus, dass nach einem solch langen Zeitraum eine Art steady state bezüglich 

S100A1-Expression, MHC-Komposition und Schlagvolumen erreicht wird. Ein über diesen 
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Zeitraum fortgeführtes Training wird unseres Erachtens nur noch sehr geringe zusätzliche 

Effekte aufweisen. 

In der Diskussion aller gemessener Parameter wird ein möglicher Einfluss der 

unterschiedlichen Trainingsdauer jedoch berücksichtigt. 

 

 

4.4. Myosin-Heavy-Chain-Komposition der Skelettmuskelventrikel 

Skelettmuskeln setzen sich in unterschiedlichem Ausmaß aus weißen, schnell 

kontrahierenden und roten, langsam kontrahierenden Muskelfasern zusammen [80]. 

Zwischen diesen Fasern bestehen neben den Stoffwechseleigenschaften auch 

Unterschiede bezüglich der Expression verschiedener Isoformen der schweren 

Myosinketten [57, 160]. Aus den Proben des LDM erfolgte, wie von Weeds und Taylor 

1969 und 1975 beschrieben, eine biochemische Präparation der MHC [108, 198]. Die 

Isoformen Typ-I und Typ-II der schweren Myosinketten zeigten aufgrund unterschiedlicher 

Laufgeschwindigkeiten während der Gelelektrophorese deutlich voneinander getrennte 

Banden. Die unterschiedlichen MHC-Typ-II-Isoformen (IIb, IIx und IIa) konnten dabei nicht 

voneinander unterschieden werden. Die Intensität der Typ-I- und der Typ-II-Bande 

zusammen wurde als 100 % definiert und der Anteil der einzelnen Bande als Prozentwert 

angegeben. 

 

4.4.1. Vor dem Training 

Die prospektive MHC-Komposition des LDM zeigte mit den Ergebnissen von Ianuzzo 

vergleichbare Werte [72]. Erwartungsgemäß bestanden zwischen allen drei Gruppen vor 

dem Training keine signifikanten Unterschiede. Eine Beeinflussung des resultierenden 

Schlagvolumens und der S100A1-Expression durch präexistente Gruppenunterschiede 

hinsichtlich der MHC-Zusammensetzung konnten somit ausgeschlossen werden. 

 

4.4.2. Nach dem Training 

Mit Ausnahme von Heino (Gruppe I) wiesen alle Tiere nach dem Training einen höheren 

relativen Anteil an MHC-Typ-I auf als vor dem Training. Für die Abnahme des Typ-I-

Anteils bei Heino können zwei wesentliche Gründe verantwortlich sein. Zum einen könnte 

ein Fehler bei der Bestimmung der MHC-Komposition der prospektiven und / oder 

trainierten Muskelproben vorgelegen haben, zum anderen wäre es möglich, dass durch 

die elektrische Stimulation tatsächlich eine Rücktransformation in Richtung eines Typ-II-

Muskels stattgefunden hat. 
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In allen trainierten LDM der Gruppen II und III (außer bei Hanna) fiel der MHC-Typ-II-

Anteil unter die Nachweisgrenze. In diesen Gruppen wurde die Bildung reiner Typ-I-

Muskeln induziert. Die MHC-Zusammensetzung der trainierten LDM der Gruppen II und III 

war im Vergleich zu den prospektiven Ergebnissen signifikant unterschiedlich. 

Die trainierten LDM der Ziegen aus Gruppe I zeigten eine unvollständige Transformation, 

die im Vergleich zu den prospektiven Ergebnissen nicht signifikant war. Zwar stieg auch in 

dieser Gruppe der relative MHC-Typ-I-Anteil an, jedoch zeigte sich diese Änderung im 

Vergleich zu den Gruppen II und III als wesentlich geringer. Wir vermuten, dass der trotz 

des Trainings verbliebene MHC-Typ-II-Anteil in Gruppe I größtenteils aus MHC-Typ-IIa 

besteht. Zwar konnten wir die unterschiedlichen MHC-II-Isoformen mit unseren Methoden 

nicht unterscheiden, doch legen Arbeiten von Lopez-Guajardo und Aigner diese 

Vermutung nahe. Aigner entdeckte, dass es eine zeitliche Reihenfolge der durch 

elektrische Stimulation induzierten MHC-Transformation gibt [7]. Dabei wandeln sich die 

Isoformen IIb und IIx zuerst um. Die Isoform IIa transformiert sich chronologisch zuletzt.  

Lopez-Guajardo wies durch bestimmte, dem Stimulationsprotokoll Stim50 ähnliche, 

elektrische Stimulationsmuster eine Induktion der Expression von MHC-IIa-Isoformen auf 

Kosten der Typ-IIx/IIb-Isoformen nach [106].  

Unter Berücksichtigung der unterschiedlichen Trainingsdauer zwischen den Gruppen fällt 

auf, dass in der signifikant am kürzesten trainierten Gruppe (Gruppe I) die MHC-

Zusammensetzung durch das Training am wenigsten beeinflusst wurde, wohingegen in 

den wesentlich länger trainierten Gruppen (Gruppen II und III) dieser trainingsbedingte 

Unterschied wesentlich höher ausfiel. Dadurch stellt sich die Frage, ob die beobachteten, 

trainingsbedingten Änderungen der MHC-Komposition durch das gewählte 

Stimulationsmuster oder lediglich durch die Trainingsdauer erklärt werden können.    

Wir gehen davon aus, dass die trainierten MHC-Kompositionen vom jeweils gewählten 

Stimulationsprotokoll Stim50 oder Stim100 abhängig sind. Zwar konnte gezeigt werden, 

dass die elektrisch induzierte Muskelfasertransformation von der Stimulationsdauer 

abhängig ist [115], jedoch konnte unter elektrischer Stimulation von Kaninchenmuskulatur 

mit einem dem Stimulationsprotokoll Stim100 ähnlichen Muster eine vollständige MHC-

Typ-I-Induktion bereits nach 42 Tagen nachgewiesen werden [105]. Die mittlere 

Trainingsdauer der Gruppe I lag jedoch deutlich über 42 Tagen. Eine Beeinflussung der 

trainierten MHC-Komposition durch die unterschiedliche Trainingsdauer ist daher 

unwahrscheinlich. Wahrscheinlicher ist hingegen, dass die verschiedenen 

Stimulationsprotokolle Stim50 und Stim100 für die unterschiedlichen MHC-Kompositionen 

der Gruppen nach dem Training verantwortlich waren. Dieses würde den Ergebnissen von 

Lopez-Guajardo entsprechen, die mit unterschiedlichen Stimulationsprotokollen bei 

gleicher Trainingsdauer verschiedene MHC-Kompositionen induzieren konnte [105, 106]. 
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4.5. Trainingsinduzierte S100A1-Expression der Skelettmuskelventrikel 

Die Analysen der S100A1-Expression erfolgten semiquantitativ nach einem Protokoll von 

Ehlermann [44]. Zu den Vorteilen gegenüber der quantitativen Bestimmung von S100A1 

zählt die relativ einfache Durchführbarkeit bei geringem Kosten- und Materialaufwand. Der 

Nachteil semiquantitativer Analysen liegt in einer eingeschränkten Vergleichbarkeit 

gewonnener Ergebnisse. Für die vorliegende Arbeit bedeutet dieses, dass wir zwar die 

Entwicklung der S100A1-Expression jedes Tieres beschreiben können, nicht jedoch die 

Ausgangssituation vor dem Training zwischen allen Gruppen bzw. Tieren. Wir müssen 

daher voraussetzen, dass die absolute S100A1-Konzentration aller Tiere bzw. aller 

Gruppen vor dem Training ähnlich ist und keine signifikanten Unterschiede bestehen.  

Seit vielen Jahren ist bekannt, dass die absolute S100A1-Konzentration in „langsamen“ 

Muskeln um ein Vielfaches höher ist als in Muskeln, die vorwiegend aus „schnellen“ 

Fasern bestehen [66, 112, 205]. In diesen Studien wurden bei Ratten und Mäusen 

Muskeln, die physiologischerweise „langsam“ sind (z. B. M. soleus), mit Muskeln des 

gleichen Tieres verglichen, die physiologischerweise einen vorwiegend „schnellen“ 

Fasertyp aufweisen (z. B. M. rectus femoris). Unsere Ergebnisse konnten erstmals zeigen, 

dass diese Unterschiede der S100A1-Konzentrationen in Abhängigkeit des Muskeltyps 

auch innerhalb desselben Muskels bestehen können, wenn dieser als „schneller“ Muskel 

durch elektrische Stimulation in einen „langsamen“ Typ-I-Muskel transformiert wird. 

Dieses Prinzip passt zu den Erkenntnissen von Salmons, der zeigen konnte, dass ein 

Skelettmuskel, der durch elektrische Stimulation zu einem „langsamen“ Muskel 

transformiert wurde, sich in vielen Eigenschaften nicht von einem „von Natur aus“ 

„langsamen“ Muskel unterscheidet [169]. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass zu diesen 

Eigenschaften ebenfalls die S100A1-Konzentration des Skelettmuskels gehört. 

Die Gruppe I wies aufgrund ihrer unvollständigen Transformation in einen Typ-I-Muskel 

einen wesentlich geringeren Anstieg der S100A1-Expression auf als die vollständig zu 

Typ-I-Muskeln umgewandelten Gruppen II und III. 

Der hochsignifikante Unterschied der relativen S100A1-Konzentration zwischen den 

Gruppen II und III kann nicht durch die Faserzusammensetzung erklärt werden, da beide 

Gruppen eine vollständige Transformation zeigen. Der Unterschied ist weiterhin nicht auf 

die Differenz der durchschnittlichen Trainingsdauer zurückzuführen, da sich diese nicht 

signifikant unterscheiden. Neben der relativ geringen Fallzahl könnte die unterschiedliche 

Medikation der Gruppen eine Erklärung bieten. Die zusätzliche Gabe von Triiodthyronin in 

der Gruppe III wäre somit für die hochsignifikante Differenz in der S100A1-Expression 

zwischen den Gruppen II und III verantwortlich. Zwar konnte gezeigt werden, dass 

Triiodthyronin den Calciumstoffwechsel der Skelettmuskulatur beeinflussen kann [48], 

jedoch wurde dabei kein Zusammenhang mit S100-Proteinen belegt.  
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4.5.1. S100A1-Expression und Transformationsgrad 

Um eine bessere Auflösung des Zusammenhangs zwischen S100A1-Expression und 

MHC-Komposition erreichen zu können, setzten wir die Ergebnisse der einzelnen Tiere 

miteinander in Relation (Kapitel 3.7.). Da die S100A1-Expression semiquantitativ 

bestimmt wurde und sich somit aus dem Vergleich von prospektiver und trainierter Probe 

ergab, verglichen wir diese mit der Differenz der MHC-Komposition aus prospektiver und 

trainierter Probe. Zu diesem Zweck definierten wir den Begriff des Transformationsgrades 

(Kapitel 2.5.3.). 

Die Gruppen I und II zeigten zwischen beiden Parametern einen Zusammenhang. Mit 

steigendem Transformationsgrad erhöhte sich die relative S100A1-Konzentration. In 

Gruppe III war ein solcher Zusammenhang nicht erkennbar. Ein fehlender 

Zusammenhang von Transformationsgrad und S100A1-Expression konnte in Gruppe III 

aufgrund der geringen Spannweite des Transformationsgrades dennoch nicht sicher 

ausgeschlossen werden.  

Die Abhängigkeit der S100A1-Expression vom Transformationsgrad kann in den 

Gruppen I und II mit guter Näherung durch eine lineare Regression beschrieben werden. 

Die Rechtfertigung einer gemeinsamen Regression der Gruppen I und II sehen wir darin, 

dass die Gruppen medikamentös gleich behandelt wurden und die sich unterscheidenden 

Stimulationsmuster der Gruppen I und II die unterschiedlichen Transformationsgrade 

bedingen. Auffällig ist, dass die Tiere der Gruppe III dem Trend der Regression aus 

Gruppe I und II folgten. Wir halten es daher für wahrscheinlich, dass auch in dieser 

Gruppe ein linearer Zusammenhang von Transformationsgrad und S100A1-Expression 

besteht, der aber aufgrund der geringen Spannweite des Transformationsgrades in 

Gruppe III nicht sichtbar wurde. 

Heino aus der Gruppe I zeigte trotz eines unerwartet negativen Transformationsgrades 

eine Expression von S100A1, die dem Trend der linearen Regression folgt (Abbildung 3.7 

und 3.8). Dieses stützt die Theorie, dass der LDM von Heino durch die elektrische 

Stimulation tatsächlich rücktransformiert wurde und kein Fehler bei der MHC-Bestimmung 

vorlag.   
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4.6. Schlagvolumina der Skelettmuskelventrikel 

Die Messung des Schlagvolumens der Skelettmuskelventrikel erfolgte über die 

Aufzeichnung der Ruhedehnungskurve sowie über die Registrierung des 

Kontraktionsdrucks. Um die jeweils am Trainingsende entnommenen Muskelproben 

hinsichtlich der MHC-Komposition sowie der S100A1-Expression mit dem Schlagvolumen 

vergleichen zu können, erfolgte die Ermittlung des Schlagvolumens ebenfalls am 

Trainingsende. Wich dabei das zuletzt gemessene Schlagvolumen aufgrund der das 

Trainingsende bedingenden Umstände (z. B. Leckagen des Frosches) maßgeblich vom in 

der Woche zuvor gemessenen Schlagvolumen ab, so sahen wir letztgenanntes 

Schlagvolumen als verbindlich an.   

Aufgrund der hohen Standardabweichung der Gruppe III erwiesen sich die 

Schlagvolumina lediglich zwischen den Gruppen I und II als signifikant unterschiedlich. 

Gründe für diesen signifikanten Unterschied können weder die Stimulationsmuster bzw. 

die MHC-Komposition noch die unterschiedliche Trainingsdauer zwischen diesen 

Gruppen liefern. Zwar unterscheiden sich die Gruppen I und II hinsichtlich des 

Stimulationsprotokolls und der MHC-Komposition, jedoch weist Gruppe III das gleiche 

Stimulationsprotokoll und die gleiche MHC-Komposition wie Gruppe II auf, zeigt jedoch 

gleichzeitig ein mit Gruppe I vergleichbares Schlagvolumen. Ebenso kann die 

Trainingsdauer keine Erklärung der signifikanten Schlagvolumendifferenz der Gruppen I 

und II bieten, da die Gruppen I und III trotz hoher Unterschiede der Trainingsdauer ein 

ähnliches Schlagvolumen aufweisen. 

 

Wider Erwarten der Erkenntnisse von Most et al., der eine S100A1-dosisabhängige 

Steigerung der Kontraktionskraft des Skelettmuskels nachweisen konnten [132], zeigten 

die Gruppen II und III trotz einer hohen Steigerung der S100A1-Expression geringe 

Schlagvolumina im Vergleich zur Gruppe I. Neben der Induktion der Expression von 

S100A1 hat die elektrische Stimulation nach dem Protokoll Stim100 also mindestens 

einen weiteren Effekt auf den LDM, der dem durch S100A1 vermittelten Potential zur 

Kraftsteigerung [132] entgegenwirken muss.  

 

4.6.1. Schlagvolumina und S100A1-Expression 

Um die entwickelten Schlagvolumina hinsichtlich der S100A1-Expression besser 

beschreiben zu können, entschlossen wir uns, neben der gruppenspezifischen 

Auswertung die Ergebnisse der einzelnen Tiere miteinander in Relation zu setzen (Kapitel 

3.8.). Bei dieser Auswertung zeigte sich innerhalb der Gruppe I eine mit den Ergebnissen 

von Most [132] im Einklang stehende Erhöhung des Schlagvolumens in Abhängigkeit der 

relativen S100A1-Konzentration. Diese Abhängigkeit ließ sich in den von uns 
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beobachteten Grenzen mit guter Näherung durch eine lineare Regression beschreiben. 

Für die Gruppen II und III zeigte sich kein eindeutiger Zusammenhang von 

Schlagvolumen und S100A1-Expression. In Gruppe II kann ein solcher Zusammenhang 

allerdings nicht vollständig ausgeschlossen werden, da die Spannweite der S100A1-

Expression dieser Gruppe relativ gering war. Innerhalb der Gruppe III kann hingegen ein 

Zusammenhang von Schlagvolumen und S100A1-Expression mit höherer 

Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden, da diese Gruppe zwar ebenfalls eine sehr 

geringe Spannweite der S100A1-Expression aufweist, diese jedoch mit einer erheblichen 

Variation des Schlagvolumens einhergeht. 

Aufgrund des Zusammenhangs von S100A1-Expression und entwickeltem Schlag-

volumen in der Gruppe I unter Annahme eines Fehlens dieses Zusammenhangs in den 

Gruppen II und III muss der bereits oben geforderte weitere Effekt der elektrischen 

Stimulation, der dem durch S100A1 vermittelten Potential zur Kraftsteigerung 

entgegenwirkt, bei dem Stimulationsprotokoll Stim100 vorhanden sein, beim Protokoll 

Stim50 jedoch fehlen.  

Ein solcher subversiver Effekt könnte die Reduktion der Muskelmasse sein. Salmons 

konnte zeigen, dass diese bei einem dem Stim100 ähnlichen elektrischen 

Stimulationsprotokoll bis zu 50 % betragen kann [168]. Gleichzeitig konnte er bei 

intermittierenden, dem Protokoll Stim50 ähnlichen Stimulationen einen Erhalt der 

Muskelmasse nachweisen [106]. Die Reduktion der Muskelmasse könnte also einer der 

kritischen Faktoren sein, die die S100A1-vermittelte Steigerung der Kontraktionskraft 

limitiert. Ein Muskel könnte folglich dann optimal auf seinen Einsatz für das BMH 

vorbereitet werden, wenn die elektrische Stimulation in einem Bereich erfolgt, der 

einerseits zu einer hohen Expression von S100A1 führt, andererseits jedoch keine 

wesentliche Reduktion der Muskelmasse zur Folge hat.  

Ein weiterer wesentlicher Unterschied der Stimulationsprotokolle ist die präoperative 

Stimulation. Das Stimulationsprotokoll Stim50 beinhaltet eine Konditionierung des LDM. 

Diese bereitet den Skelettmuskel wie bereits unter Kapitel 2.5.1. beschrieben auf eine 

erhöhte Arbeitsbelastung vor. Absolute Ischämien unter elektrischer Stimulation, die zu 

Nekrosen führen, können somit verhindert werden. Dem Stimulationsprotokoll Stim100 

fehlt diese Konditionierung. Möglicherweise ist daher eine Destruktion des LDM unter 

Stimulation anzunehmen. Diese Überlegung ist eine weitere Erklärung für die niedrigen 

Schlagvolumina trotz hoher relativer S100A1-Konzentration der Gruppen II und III. 
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4.6.2. Schlagvolumina und Transformationsgrad 

Da wir eine lineare Beziehung zwischen dem Transformationsgrad und der Expression 

von S100A1 sowie innerhalb der Gruppe I eine lineare Beziehung zwischen 

Schlagvolumen und S100A1-Expression nachweisen konnten, untersuchten wir weiterhin, 

inwieweit eine direkte lineare Beziehung zwischen Transformationsgrad und entwickeltem 

Schlagvolumen innerhalb der Gruppe I besteht (Kapitel 3.9.). Hierbei konnten wir die 

Beziehung zwischen beiden Parametern innerhalb der Gruppe I durch eine lineare 

Regression beschreiben. Dieser Zusammenhang von Transformationsgrad und 

Schlagvolumen ist für die Entwicklung von BMH von besonderer Bedeutung, da er 

impliziert, dass ein möglichst großes Schlagvolumen dann erreicht wird, wenn die 

prospektive MHC-Komposition der Muskulatur einen möglichst geringen Typ-I-Anteil 

aufweist.  

 

 

4.7. Ausblick 

Unsere Arbeit konnte zeigen, dass unter der Voraussetzung einer Clenbuterolmedikation 

sowie unter Anwendung des Stimulationsprotokolls Stim50 das Schlagvolumen eines 

Skelettmuskelventrikels linear mit dem Transformationsgrad zunimmt. Um ein möglichst 

hohes Schlagvolumen zu erreichen, muss daher ein großer Transformationsgrad 

angestrebt werden. Dieser ergibt sich nach Gleichung (2.1) (Kapitel 2.5.3.) dann, wenn (i) 

der prozentuale Anteil an MHC-Typ-I vor dem Training niedrig und (ii) nach dem Training 

hoch ist. Da der MHC-Typ-I-Anteil nach dem Training bereits maßgeblich durch das 

Stimulationsprotokoll Stim50 festgelegt ist, ergibt sich ein hoher Transformationsgrad 

allein dann, wenn der prospektive MHC-Typ-I-Anteil möglichst gering ist. 

Für die Anwendung des BMH am Menschen bedeutet dieses, dass vor der geplanten 

Implantation für den Patienten eine Einschätzung der Effektivität des 

Skelettmuskelventrikels getroffen werden kann. Durch eine Biopsie des LDM ließe sich 

der MHC-Typ-I-Anteil des Muskels bestimmen und so eine Effektivitätsabschätzung des 

geplanten BMH vornehmen. Hierdurch könnte ein Patientengut definiert werden, welches 

in besonderer Weise von der Implantation eines BMH profitieren würde. 

Ein Nachteil besteht allerdings darin, dass der LDM vom Menschen mit 43 ± 5 % über 

einen physiologischerweise höheren prospektiven MHC-Typ-I-Anteil verfügt als der von 

Ziegen [72]. Die Anwendung des Stimulationsprotokolls Stim50 am Menschen würde 

somit vermutlich zu einem geringen Transformationsgrad und folglich zu einem geringen 

Anstieg des Schlagvolumens führen. 

Gegenstand weiterer Forschungen muss daher sein, inwieweit das Stimulationsprotokoll 

Stim50 intensiviert werden darf, ohne die Korrelation von Schlagvolumen und S100A1-
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Expression bzw. von Schlagvolumen und Transformationsgrad aufzuheben, wie dieses 

beim Protokoll Stim100 der Fall ist. 

 

Unsere Beobachtung der S100A1-konzentrationsabhängigen Steigerung des Schlag-

volumens weist eine Bedeutung der S100A1-Gentherapie möglicherweise auch im 

Zusammenhang mit dem BMH auf. Die S100A1-Gentherapie, deren Möglichkeiten bisher 

vorwiegend am tierischen Myokard oder an egineered heart tissues untersucht wurden, 

zeigt in diesen Bereichen ein beachtliches Potential [155, 164]. Eventuell könnte ein in 

ähnlicher Weise gentherapeutisch behandelter LDM die Pumpleistung von BMH steigern. 
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5. Zusammenfassung 

 

Hintergrund 

Das Protein S100A1 wurde als wichtiger Regulator zahlreicher Vorgänge im Bereich der 

elektromechanischen Kopplung von Muskelzellen identifiziert. Für Skelettmuskulatur 

konnte eine S100A1-abhängige Steigerung der isometrischen Kontraktionskraft 

nachgewiesen werden. Zudem ist S100A1 in der Lage, die Inotropie des Herzens zu 

steigern sowie infarziertes Myokard vor der Ausbildung einer Herzinsuffizienz partiell zu 

schützen.   

Aufgrund dieser muskulären Kraftsteigerung durch S100A1 könnte das Protein eine 

Schlüsselrolle bei der Entwicklung Biomechanischer Herzen (BMH) einnehmen. Diese 

Arbeit soll die Expression von S100A1 in der Muskulatur unterschiedlich elektrisch 

stimulierter Skelettmuskelventrikel (SMV) untersuchen. Außerdem soll geklärt werden, 

inwieweit S100A1 das Schlagvolumen der SMV beeinflussen kann. 

 

Material und Methoden 

Wir entwickelten ein elastisches Trainingsgerät, welches für das Muskeltraining die 

Situation eines in den Kreislauf integrierten BMH simulieren konnte und dabei die 

Bestimmung des Schlagvolumens zuließ. Die Wahl des Tiermodells fiel auf Burenziegen. 

Retrospektiv wurden 17 Ziegen in drei Gruppen eingeteilt, die sich hinsichtlich elektrischer 

Muskelstimulation und Medikation unterschieden. Jeder Ziege wurde jeweils ein 

elastisches Trainingsgerät implantiert. Vor Beginn sowie nach Ende des Muskeltrainings 

entnahmen wir Proben aus dem trainierten Abschnitt des M. latissimus dorsi (LDM), die 

hinsichtlich S100A1-Expression und Myosin-Heavy-Chain-Komposition (MHC) analysiert 

wurden. Am Trainingsende wurde das Schlagvolumen jedes Skelettmuskelventrikels 

bestimmt. 

 

Ergebnisse 

1.  Die relative S100A1-Konzentration in den Proben des trainierten LDM stieg 

unabhängig vom gewählten Stimulationsmuster und der Begleitmedikation 

(Clenbuterol / Thyroxin) bei allen Tieren an. 

2.  In den Gruppen der lediglich mit Clenbuterol behandelten Tiere erwies sich die relative 

S100A1-Konzentration als lineare Funktion des Transformationsgrades (R2 = 0,969). 

3.  Das Schlagvolumen der Gruppe der teiltransformierten Tiere (50 % MHC-Typ-I, 

50 % MHC-Typ-II) zeigte sich als lineare Funktion der relativen S100A1-Konzentration 

(R2 = 0,933). 
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4.  Das Schlagvolumen der Gruppe der teiltransformierten Tiere (50 % MHC-Typ-I, 

50 % MHC-Typ-II) zeigte sich weiterhin als lineare Funktion des Transformations-

grades (R2 = 0,807). 

 

Schlussfolgerung 

Die elektrische Stimulation von Skelettmuskelventrikeln steigert im LDM in Abhängigkeit 

der MHC-Transformation die relative S100A1-Konzentration. Unter Anwendung eines 

Stimulationsmusters, dass zu einer Teiltransformation der MHC-Isoformen führt (50 % 

Typ-I, 50 % Typ-II), erhöht sich das Schlagvolumen der SMV proportional zur relativen 

S100A1-Konzentration. 

Für die Klinik bedeuten diese Ergebnisse, dass durch die Analyse von MHC-

Kompositionen aus Muskelbiopsien ein Patientengut definiert werden kann, bei dem der 

Einsatz eines BMH mit hoher Wahrscheinlichkeit besonders effektiv ist.  
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6. Abkürzungsverzeichnis 

 

ACE Angiotensin Converting Enzyme 

BMH Biomechanisches Herz  

bpm Bursts pro Minute 

CCM kardiale Kontraktilitätsmodulation 

CRT kardiale Synchronisationstherapie 

EC elektromechanische Kopplung 

IABP Intraaortale Ballonpumpe 

KHK koronare Herzkrankheit 

LDM Musculus latissimus dorsi 

LLC L-Typ-Calcium-Kanal  

LVEF linksventrikuläre Ejektionsfraktion 

MHC Myosin-Heavy-Chain 

MHCI Myosin-Heavy-Chain Isoform I 

MHCII Myosin-Heavy-Chain Isoform II 

mRNA messenger-Ribonukleinsäure 

NYHA New York Heart Association  

NCX Natrium-Calcium-Austauscher 

PLB Phospholamban 

PaC Port-A-Cath, Portkatheter 

rpm Umdrehungen pro Minute 

RyR Ryanodinrezeptor  

SD Standardabweichung 

SERCA  Sarko(endo)plasmatische-Retikulum-Calcium-ATPase 

SM (Muskel-) Schrittmacher 

SMV Skelettmuskelventrikel 

SV Schlagvolumen 

T3 Triiodthyronin 

T4 Thyroxin 

TG Transformationsgrad (Definition Kapitel 2.5.3.) 
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