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Zusammenfassung 

 

Kardiovaskuläre Erkrankungen gelten weltweit als die häufigste Todesursache. Ziel der Herz-

Kreislaufforschung  ist es, pathologische Veränderungen des Herzens effektiver behandeln zu 

können und riskante Nebenwirkungen von Medikamenten zu vermeiden. Dafür werden rele-

vante Modellsysteme des menschlichen Herzens benötigt, da Speziesunterschiede die Reakti-

on der Herzzellen auf anti- und proarrhythmische Faktoren stark beeinflussen können.  

 

Mit dieser Arbeit wird ein neues Modell zur Evaluierung von kardioaktiven Substanzen auf 

die elektrophysiologischen Eigenschaften humaner Herzzellen vorgestellt. Therapeutisch ent-

ferntes Herzgewebe aus dem linken Ventrikel wurde benutzt, um 300 µm dicke Gewebe-

schnitte unter kardioplegischen Bedingungen herzustellen. Mittels einer Vitalitätsfärbung 

konnte festgestellt werden, dass durch die Gewinnung der Schnitte nur ein bis zwei Zell-

schichten an den Schnitträndern beschädigt wurden, das Innere der Schnitte aber intakt blieb. 

Intrazellulär abgeleitete Aktionspotentiale zeigten, dass die ventrikulären Kardiomyozyten in 

ihrer Funktion nicht beeinträchtigt wurden und eine Reizleitungsgeschwindigkeit im Gewebe 

von 0,35 m/s spiegelte ein intaktes und funktionelles Synzytium der erregbaren Zellen wider. 

Die Form der Aktionspotentiale konnte durch physiologische und pharmakologische Einflüsse 

verändert werden. Unter anderem konnte die Offenwahrscheinlichkeit ATP-abhängige Kali-

umkanäle durch Rilmakalim erhöht werden. Diese Kanäle spielen eine wichtige Rolle in der 

Reaktion des Herzens auf ischämische Bedingungen. Auch die proarrhythmische Wirkung 

einer Blockade des repolarisierenden Kaliumkanals hERG wurde mit Dofetilid nachgewiesen. 

Diese Blockade kann tödlich verlaufende Arrhythmien verursachen und führte schon mehr-

fach dazu, dass Medikamenten die Zulassung entzogen wurde.  

Nachdem die Funktionalität der akut hergestellten Herzgewebeschnitte nachgewiesen wurde, 

konnte eine Kultivierbarkeit über einen Zeitraum von bis zu vier Wochen etabliert werden. 

Die Kultivierung auf einer Filtermembran führte zu einer Abnahme der Reizleitungsge-

schwindigkeit und zu einer leichten Veränderung in der Aktionspotentialform. Diese Formän-

derung beruht möglicherweise auf einer veränderten Kalziumkanalaktivität, da die Reaktion 

der Zellen auf eine Blockade mit Nifedipin, einem Kalzium-Antagonisten, abnahm. Die 

mRNA-Expression der bedeutsamsten Ionenkanäle blieb stabil, es waren allerdings strukturel-

le Änderungen im Gewebe zu erkennen.  
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Trotz der veränderten Aktionspotentialform reagierten die Kardiomyozyten auf Rilmakalim 

und Dofetilid gleichbleibend stark über die gesamte Kulturdauer. Dies belegt eine funktionel-

le Stabilität der Ionenkanäle der Kardiomyozyten über einen langen Zeitraum. Somit können 

Langzeiteffekte von Ionenkanal-modulierenden Substanzen an diesen kultivierten Gewebe-

schnitten untersucht werden. Mit Pentamidin wurde ein klinisch eingesetztes Antiprotozoi-

kum getestet, das in mehreren Fällen zum Auftreten von ventrikulären Arrhythmien führte. In 

den akut hergestellten humanen Gewebeschnitten wurde kein Effekt auf das Aktionspotential 

festgestellt. Nach einer Kulturdauer von 7 Tagen mit Pentamidin zeigten die Kardiomyozyten 

starke proarrhythmogene Aktivitäten im Vergleich zur Kontrollgruppe. 

 

Somit wurde ein neues kardiales Modellsystem entwickelt, das durch die Multizellularität, 

den humanen Ursprung und die Langzeitstabilität von Ionenkanälen viele Vorteile bestehen-

der Modellsysteme in sich vereint. Die organotypischen Herzgewebeschnitte eignen sich ins-

besondere für Studien zur Untersuchung neuer Substanzen auf die elektrophysiologischen 

Eigenschaften humanen Myokards. 
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2 Einleitung 

 

In den Industrienationen sind Herz-Kreislauferkrankungen die häufigste Todesursache. So 

starben im Jahr 2004 weltweit ca. 7,2 Millionen Menschen an den Folgen der Koronaren 

Herzkrankheit, die damit die häufigste Todesursache darstellt (WHO, 2008). In Deutschland 

waren kardiovaskuläre Erkrankungen der Grund für 56 % aller Todesfälle im Jahr 2007, der 

Hauptanteil davon verstarb am Herzinfarkt (Statistisches Bundesamt, 2009). Um diese Herz-

Kreislauf-Erkrankungen effektiv und sicher behandeln zu können, besteht ein hoher Bedarf an 

neuen Strategien und Medikamenten. Das Herz und seine pathologischen Veränderungen bil-

den ein zentrales Zielobjekt dieser Strategien und sind deswegen Gegenstand intensiver medi-

zinischer und biologischer Forschung.  

Direkte Erkrankungen des Herzens sind oft auf eine Veränderung der elektrophysiologischen 

Eigenschaften des Erregungssystems zurückzuführen. Im Folgenden werden diese kurz darge-

stellt, außerdem wird ein Überblick über kardiale Modelle in der Medikamentenentwicklung 

gegeben. 

 

 

2.1 Erregungsausbreitung im Herzen 

 

Das Herz ist eine Pumpe, die dafür sorgt, dass alle Zellen des Körpers mit genügend Nähr-

stoffen und Sauerstoff versorgt werden. Es bildet damit die Grundlage für jede metabolische 

Aktivität des Organismus. Diese Pumpe besteht in den höheren Säugetieren aus vier Kam-

mern (Abb. 1), wobei die linke Herzhälfte den Körperkreislauf versorgt und die rechte Herz-

hälfte mit dem Lungenkreislauf verbunden ist.  

Für die Versorgung der beiden Blutkreisläufe, werden in den Kammern Unterdrücke erzeugt, 

um das Blut aus den Venen anzusaugen und Überdrücke, um es in die großen arteriellen Ge-

fäße auszuwerfen. Dieses Pumpen der Kammern wird durch Kontraktionen der Herzmuskula-

tur ermöglicht, die sich rhythmisch zusammenzieht und relaxiert. Der Rhythmus und die 

Kraftamplitude dieser Kontraktionen werden durch elektrische Aktivitäten in den Herzzellen 

(Aktionspotentiale) und ihre Ausbreitung reguliert. Die elektrische Gesamtaktivität des Her-

zens kann mit einem Elektrokardiogramm (EKG) aufgezeichnet werden und vereint die Akti-

vitäten der Einzelkomponenten (Abb. 1). 
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Da die Kardiomyozyten über sogenannte „gap junctions“ elektrisch miteinander gekoppelt 

sind, bilden die beiden Vorhöfe, bzw. die beiden Ventrikel jeweils ein Synzytium von erreg-

baren Zellen. Wenn dementsprechend eine Herzzelle stimuliert ist und ein Aktionspotential 

entsteht, wird dieses an angrenzende Zellen übertragen und es kommt zu einer Kontraktion 

des gesamten Gewebekomplexes.  

Der Erregungsursprung dieser elektrischen Aktivitäten liegt im Sinusknoten, der im oberen 

Teil des rechten Vorhofs lokalisiert ist (Abb. 1). Dieser primäre Schrittmacher des Herzens 

bestimmt den Zeitpunkt und die Frequenz der Erregungen. Im Sinusknoten befinden sich spe-

zialisierte Kardiomyozyten, die keine stabile Ruhephase in ihrer elektrischen Aktivität haben 

und dadurch spontane Aktionspotentiale auslösen. Auch die anderen Teile des Erregungssys-

tems haben die Fähigkeit, spontan aktiv zu werden, jedoch sind sie langsamer in ihrer Fre-

quenz, sodass der Sinusknoten zumeist der bestimmende Rhythmusgeber ist (Boyett, 2009). 

Vom Sinusknoten breitet sich das elektrische Signal über beide Vorhöfe aus, sodass diese 

 

Sinusknoten 

Vorhof 

AV-Knoten 

His-Bündel 

Endokard 

Midmyokard 

Epikard 

Apex 

Rechter     Linker  
Ventrikel 

Septum 

Abbildung 1: Elektrische Aktivität des Herzens.  Im oberen Teil sind die verschiedenen elektrisch aktiven 
Strukturen des Herzens dargestellt und durch ihr charakteristisches Aktionspotential beschrieben. Im unteren 
Teil ist eine typische EKG-Aufnahme dargestellt und das letzte Signal zeitlich synchron zu den Aktionspotentia-
len aufgezeichnet (modifiziert nach Nerbonne et al., 2005). 
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kontrahieren können. Der Erregungsverlauf der Vorhöfe ist im EKG durch die P-Welle be-

schrieben (Abb. 1).  

Der atrioventrikulären Knoten (AV-Knoten) stellt die einzige elektrische Verbindung zwi-

schen Vorhöfen und Kammern dar und verlangsamt die Erregungsausbreitung. Auch der AV- 

Knoten hat ein Schrittmacherpotential, die Frequenz ist allerdings langsamer als die des Si-

nusknotens, sodass er als sekundärer Schrittmacher bezeichnet wird. Der Abstand von P-

Welle bis zum Beginn der negativen Q-Zacke im EKG ist ein Ausdruck der atrioventrikulären 

Leitungszeit und gibt den Stimulationsbeginn der Hauptkammern vor. 

Darauf folgend wird die Erregung über den rechten und den linken Tawara-Schenkel des His-

Bündels und die angrenzenden Purkinjefasern zur Herzspitze getragen, von wo aus sie in die 

verbliebene Kammermuskulatur übergeht (Abb. 1). Dieser Ablauf ist sehr schnell, sodass in-

nerhalb von weniger als 100 ms beide Ventrikel vollständig erregt sind. Dadurch können sich 

die Kammern synchron und effektiv zusammenziehen, um das Blut auszuwerfen. Es befinden 

sich zwar tertiäre Schrittmacherzellen im ventrikulären Gewebe, die vor allem im His-Bündel 

und den angrenzenden Purkinjefasern lokalisiert sind, diese haben aber eine noch langsamere 

Frequenz als der AV-Knoten, sodass sie unter normalen physiologischen Umständen keine 

Rolle spielen. Der QRS-Komplex im EKG beschreibt die ventrikuläre Erregung, wobei die 

Aufstiegssteilheit der R-Zacke die Schnelligkeit der ventrikulären Reizübertragung darstellt. 

Die ST-Strecke zeigt die Erregungrückbildung in den Ventrikeln an und die QT-Zeit steht für 

die gesamte intraventrikuläre Erregungszeit (Gima et al., 2002). Da die QT-Zeit abhängig ist 

von der Schlagfrequenz des Herzens, wird meist die auf die Frequenz korrigierte Form ange-

geben (QTc, „corrected QT“; Drew et al., 2005).  

 

 

2.2 Ionenkanäle und ihre Eigenschaften 

 

Die verschiedenen Herzzellen besitzen unterschiedliche Ionenkanäle, deren Aktivität für die 

elektrischen Eigenschaften und die Form der Aktionspotentiale der jeweiligen Kardiomyozyte 

eine wesentliche Bedeutung hat.  

 

Ionenkanäle sind Proteine, die Ionen den Übergang über eine biologische Membran entlang 

ihres elektrochemischen Gradienten erlauben. Sie besitzen eine Porenregion, die von einer 

oder mehreren α-Untereinheiten gebildet wird und die Membran durchspannt. Zusätzlich gibt 

es regulatorische, akzessorische Untereinheiten die mit dem porenbildenden Protein assoziiert 
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sind und die Eigenschaften des Ionenkanals modifizieren. Die α-Untereinheiten bilden durch 

homologe oder heterologe Zusammenlagerung von zwei oder mehr Untereinheiten funktions-

fähige Poren, die selektiv für eine oder mehrere Ionenarten sein können. 

Es gibt Hunderte verschiedene Ionenkanäle, die sich in ihrer Selektivität, ihren physikalischen 

Eigenschaften, ihrer Lokalisation und ihrem Aktivierungsmechanismus unterscheiden. Für die 

Aktionspotentiale des Herzens sind drei Ionenarten und die damit verbundenen Ionenkanal-

familien von besonderer Bedeutung. An der Initiation des Aktionspotentials sind hauptsäch-

lich spannungsabhängige Natriumkanäle beteiligt (Nav). Diese bestehen, genau wie die span-

nungsabhängigen Kalziumkanäle (Cav), aus einer α-Untereinheit, die aus vier homologen 

Domänen besteht, welche miteinander über zytoplasmatische Aminosäureketten verbunden 

sind. Eine Untereinheit ist aus sechs transmembranären Segmenten aufgebaut, wobei zwi-

schen Segment fünf und Segment sechs die Pore gebildet wird. Die Spannungsabhängigkeit 

wird über positiv geladene Aminosäuren in Segment 4 gewährleistet, das bei einem bestimm-

ten Membranpotential seine Konformation verändert, woraufhin die Pore geöffnet wird. So-

wohl geöffnete Natrium- als auch offene Kalziumkanäle führen unter physiologischen Bedin-

gungen zu einem Einstrom der jeweiligen Ionen, da die intrazelluläre Konzentration von Nat-

rium und Kalzium deutlich geringer ist als außerhalb der Zelle.  

Neben spannungsabhängigen Natrium- und Kalziumkanälen bilden die Kaliumkanäle die 

wichtigsten Ionenkanäle im Herzen. Kaliumkanäle können sehr unterschiedliche Eigenschaf-

ten haben und werden deshalb in mehrere Familien unterteilt. Eine große Gruppe bilden die 

spannungsabhängigen Kaliumkanäle (Kv), die auch aus vier homologen α-Untereinheiten auf-

gebaut sind, die jedoch nicht miteinander verbunden sind. Bei einer Depolarisation der 

Membran werden diese Kanäle geöffnet und Kalium, dessen Konzentration unter physiologi-

schen Bedingungen im Zytosol höher ist als außerhalb der Membran, strömt aus der Zelle aus, 

sodass das Potential repolarisiert. Eine weitere bedeutende Gruppe der Kaliumkanäle im Her-

zen bilden die sogenannten Einwärtsgleichrichter (Kir), die spannungsunabhängig aktiviert 

werden können und beispielsweise die Erhaltung des Ruhemembranpotentials, eine parasym-

pathische Aktivierbarkeit oder die Reaktion auf Energiemangel steuern können. Die α-

Untereinheiten der Einwärtsgleichrichter lagern sich ebenfalls als Tetramere zusammen, ha-

ben allerdings nur zwei statt sechs Transmembrandomänen, die alle an der Porenbildung be-

teiligt sind. 

Weitere Ionenkanäle sind im Herzen nachgewiesen, spielen in der Ausbildung des Aktionspo-

tentials aber eine untergeordnete Rolle. Für Übersichtsarbeiten zu diesem Thema siehe auch: 

Terlau et al., 1998; Wettwer et al., 2003 und Nerbonne et al., 2005. 
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2.3 Elektrophysiologische Eigenschaften der Kardiomyozyten 

 

Um die unterschiedlichen Funktionen der einzelnen Gewebestrukturen im Myokard zu erfül-

len, müssen die Kardiomyozyten spezialisierte elektrophysiologische Eigenschaften besitzen. 

In Abbildung 1 kann man den zeitlichen Verlauf der einzelnen Aktionspotentiale in Kombina-

tion mit dem Ablauf des EKGs erkennen. 

Für die Weiterleitung einer elektrischen Erregung müssen sich die Zellen zunächst in einem 

elektrisch ruhenden Zustand befinden. In diesem Zustand, den man Ruhemembranpotential 

nennt, liegt eine Spannung zwischen dem Extrazellularraum und dem Zytosol an, die auf-

grund der Ionenverteilung über die Membran und die selektive Permeabilität für verschiedene 

Ionen entsteht. Diese Spannung beträgt im Inneren der Herzzelle ungefähr -80 mV, ein Wert 

der im physiologischen Zustand dem Gleichgewichtspotential von Kalium sehr nahe kommt. 

Das ist darin begründet, dass die Zellmembran hauptsächlich für Kalium durchlässig ist, und 

weniger für die anderen entscheidenden Ionen Natrium und Kalzium. In den meisten Herzzel-

len sind dafür die Einwärtsgleichrichter („inward rectifier“) des Kir2.x-Typs verantwortlich, 

die den IK1-Strom bilden und in der Ruhephase (Phase 4) geöffnet sind (Abb. 2; Nerbonne et 

al., 2005). Außerdem hält die Natrium-Kalium-ATPase unter Verbrauch von Energie den Io-

nengradienten für Natrium und Kalium aufrecht, indem drei Natriumionen aus der Zelle hin-

aus und zwei Kaliumionen in die Zelle hineingepumpt werden (Hilgemann et al., 2006). Im 

Zeitraum einer nicht vorhandenen Erregung gibt es zwischen T-Welle (Erregungsrückbildung 

der Ventrikel) und P-Welle (Erregungsausbreitung der Vorhöfe) im EKG eine Plateauphase, 

die der Diastole entspricht und in der das Blut aus den Venen nachströmen kann.  

Die Schrittmacher-Zellen im Sinusknoten und im AV-Knoten bilden eine Ausnahme unter 

den Kardiomyozyten, denn sie haben kein stabiles Ruhemembranpotential (Abb. 1). Das ist 

darin begründet, dass sie deutlich weniger Kir2.1 und zusätzlich Hyperpolarisations-aktivierte 

Kanäle exprimieren, die sowohl Natrium- als auch Kaliumionen passieren lassen (DiFrances-

co, 2010). Durch diese Ionenselektivität liegt das Gleichgewichtspotential dieser Kanäle bei 

ungefähr -15 mV. Sie werden aktiviert, sobald das Membranpotential unter -45 mV absinkt 

und es fließt der sogenannte „funny“-Strom If, der eine diastolische Depolarisation zur Folge 

hat. Dies führt zu einer Überschreitung des Schwellenpotentials dieser Zellen, sodass ein 

spontanes Aktionspotential ausgelöst wird (DiFrancesco, 2010).  

In Abbildung 2 sind Simulationen des menschlichen Vorhof-Aktionspotentials und des ven-

trikulären Aktionspotentials dargestellt und die zugrundeliegenden Ionenströme aufgezeich-
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net. Nach einer extern ausgelösten Depolarisation wird ein Schwellenpotential erreicht, das 

nicht auf einen genauen Wert festzulegen ist und eine spannungsabhängige Öffnung des Nat-

riumkanals Nav1.5 auslöst (Abriel, 2010). Diese Öffnung bewirkt einen schnellen Einstrom 

von Natriumionen in die Zelle, sodass das Membranpotential weiter in Richtung des Gleich-

gewichtspotentials von Natrium depolarisiert (Phase 0). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ventrikuläres Aktionspotential        Atriales Aktionspotential 

Abbildung 2: Typische Aktionspotentiale aus humanem Vorhof und Ventrikel mit den beteiligten Ionen-
strömen. Im oberen Teil der Abbildung sind die Aktionspotentiale als Verlauf der Spannung gegen die Zeit 
dargestellt. Darunter sind die jeweils aktiven Ionenströme als relativer Strom gegen die Zeit dargestellt. Das 
Aktionspotential ist in 4 Phasen eingeteilt, in denen jeweils unterschiedliche Ionenkanäle aktiv sind. Phase 0 ist 
gekennzeichnet durch die schnelle Aktivierung eines Natrium-Einstroms. Nach einer kurzen schnellen Repolari-
sation (Phase 1) folgt Phase 2, ein Plateau, das durch ausströmende Kaliumionen und einströmende Kalziumio-
nen im Gleichgewicht gehalten wird. Das Ende des Aktionspotentials bilden schnelle Kaliumströme (Phase 3) 
und das darauffolgende Ruhemembranpotential (Phase 4) wird aufgrund des aktiven Kaliumstroms IK1 aufrecht 
erhalten (Nerbonne et al., 2005). 
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Während dieser Natriumkanal zeitabhängig inaktiviert, werden spannungsabhängige Kalium-

kanäle geöffnet, die zu einer kurzen ersten Repolarisationsphase führen (Phase 1). An diesem 

Ito,f-Strom („fast recovering transient outward current“) ist hauptsächlich ein Komplex aus 

Kv4.2/4.3- und KChiP-Untereinheiten beteiligt (Niwa, 2010). Es gibt auch eine langsam reak-

tivierende Komponente dieses Stroms, Ito,s, die durch die porenbildende Untereinheit Kv1.4 

gebildet wird und nur im Ventrikelgewebe aktiv ist (Abb. 2). Unterschiede im Ito tragen teil-

weise auch dazu bei, dass sich die Aktionspotentiale innerhalb der ventrikulären Wand so 

stark voneinander unterscheiden (Antzelevitch et al., 2001 und 2007). Eine entscheidende 

Rolle spielt dabei wahrscheinlich die unterschiedliche Expression der regulatorischen β-

Untereinheit KChiP, die im Endokard, wo ein nur geringer Ito gemessen werden kann, auch 

geringer exprimiert wird (Soltysinska et al., 2009). Aufgrund dessen ist die Phase 1 im Epi-

kard deutlich ausgeprägter als im Endokard (Abb. 1). 

Nach dieser kurzen ersten Repolarisationsphase beginnt die Phase 2, in der sich ausströmende 

Kaliumionen und einströmende Kalziumionen das Gleichgewicht halten. Die Kalziumströme 

werden hauptsächlich über L-Typ-Kalziumkanäle geleitet und haben im humanen Ventrikel 

eine längere Öffnungszeit als im Vorhof (Benitah et al., 2010). Dadurch und durch die Unter-

schiede in den repolarisierenden Kaliumströmen findet man in den Kardiomyozyten des Vor-

hofs eine kürzere Plateauphase im Vergleich zum Ventrikel. Der Kalziumeinstrom ist der ent-

scheidende Auslöser für die Kontraktion der Kardiomyozyten, da er in den Zellen eine Frei-

setzung von weiterem Kalzium aus dem sarkoplasmatischen Retikulum über den Ryanodin-

Rezeptor auslöst (Bers, 2002). Diese hohe Kalziumkonzentration in der Zelle führt zu einer 

Aktivierung des Troponin C, welches an den kontraktilen Apparat assoziiert ist und zu einem 

Zusammenziehen des Aktin-Myosin-Komplexes führt. Nach der Kontraktion wird das intra-

zelluläre Kalzium über eine Kalzium-ATPase (SERCA2A) zurück in das sarkoplasmatische 

Retikulum und über den Natrium-Kalzium-Austauscher zurück in den extrazellulären Raum 

gepumpt (Bers, 2002). 

Während der Kontraktionsphase werden auch die L-Typ-Kalziumkanäle bereits wieder ge-

schlossen und die Wirkung der verzögerten Gleichrichter („delayed rectifier“) wird stärker 

(Phase 3). Der daraus resultierende IK-Strom ist für die endgültige Repolarisation verantwort-

lich. Es gibt auch hier zwei Hauptkomponenten, den IKs („slowly activating“) und den IKr 

(„rapidly activating“). Beide Ströme sind stärker im Ventrikel als im Vorhof ausgeprägt, da-

gegen gibt es einen weiteren Strom, der spezifisch für den Vorhof zu sein scheint und sehr 

schnell aktiviert (IKur, „ultra-rapidly activating“). Dieser Strom könnte zur schnelleren Repo-

larisation in den atrialen Kardiomyozyten im Vergleich zu den ventrikulären Zellen beitragen 

(Nerbonne et al., 2005). Die sowohl im Vorhof als auch im Ventrikel vorkommenden ATP-
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abhängigen Kaliumkanäle sind im Normalzustand nicht geöffnet und werden erst bei ATP-

Mangel in der Zelle aktiviert (Nichols, 2006).  

Einige der beschriebenen Strom-Komponenten, die bei der Formgebung des Aktionspotentials  

eine Rolle spielen, kommen in dieser Form und Funktion nur in humanem Herzgewebe vor. 

Die Aktionspotentiale anderer Spezies haben aufgrund unterschiedlicher Anforderungen auch 

andere Formen (Polder et al., 2005). Die Größe eines Tieres spielt dabei eine entscheidende 

Rolle, kleine Säugetiere haben eine schnellere Schlagfrequenz und müssen deswegen kürzere 

Aktionspotentiale haben als größere Säugetiere (Hayes et al., 1994). Die Ungleichheiten in 

den Aktionspotentialen sind auf Unterschiede in der Expression und der Aktivität von Ionen-

kanälen zurückzuführen und bedeuten auch, dass beispielsweise Mäuse auf pro- und anti-

arrhythmogene Faktoren anders reagieren als Menschen (Wang et al., 1996; Zicha et al., 

2003; Patel et al., 2005; Tanaka et al., 2009). 

Das Aktionspotential und seine Regulation sowie die Kommunikation zwischen den Zellen 

der einzelnen Komponenten des Erregungssystems ist ein komplexes Zusammenspiel vieler 

Faktoren, die bisher nur partiell identifiziert wurden. Um die Physiologie und Pathologie die-

ses Systems ausreichend beschreiben und beeinflussen zu können, bedarf es noch weiterer 

experimenteller Hinweise und klinischer Verifizierungen. 

 

 

2.4 Kardiale Medikamentenentwicklung und Sicherheitspharmakologie 

 

Medikamentenentwicklung 

 

Viele der kardiovaskulären Erkrankungen kann man derzeit noch nicht effizient und ohne 

komplizierte Nebenwirkungen behandeln. Deshalb wird auch im kardiovaskulären Bereich 

weiter an neuen Wirkprinzipien geforscht, die dann bis zur Marktreife entwickelt werden sol-

len. Die Entwicklung eines neuen Medikamentes kostet von den ersten Schritten bis zur Zu-

lassung im Durchschnitt mindestens 400 Millionen US-Dollar, inklusive eingerechneter Op-

portunitätskosten sogar das Doppelte (DiMasi et al., 2003; Adams et al., 2010).  

Um eine Substanz als neues Medikament zuzulassen, müssen präklinische und klinische Pha-

sen der Entwicklung durchlaufen werden. Zunächst beginnt man mit der Suche nach einem 

passenden Wirkstoff. Dafür werden häufig Hochdurchsatzverfahren genutzt, um den Effekt 

auf die Zielstruktur, meist Proteine, zu analysieren. Mithilfe dieser Hochdurchsatzverfahren 

kann man Leitstrukturen ermitteln, die aus Substanzbibliotheken mit mehreren Millionen 
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Substanzen isoliert werden. Diese Leitstrukturen werden danach auf ihre Spezifität, Wirkstär-

ke und molekulare Eigenschaften optimiert und es entstehen Substanzkandidaten. Diese müs-

sen in den darauffolgenden Studien auf Wirksamkeit und Toxizität überprüft werden, bevor 

sie für die klinischen Phasen zugelassen werden (Kassel, 2004). 

 

Präklinische Herzmodelle 

 

Für die Untersuchung der potentiellen Wirksamkeit einer Substanz stehen je nach Fragestel-

lung verschiedene in vitro und in vivo-Methoden zur Verfügung. Dabei werden meist Zellkul-

turen genutzt und in späteren Studien Tierversuche (Nattel et al., 2008; Suzuki et al., 2009; 

Van Deuren et al., 2009). Vor allem im Bereich der kardialen Forschung haben beide Modelle 

beachtenswerte Einschränkungen (Horrobin, 2003).  

Die Funktion der Kardiomyozyten ist abhängig von der sie umgebenden Struktur und den 

benachbarten Zellen. Die Kardiomyozyten bilden untereinander ein Synzytium, das in vitro 

nicht realistisch nachgestellt werden kann. Zudem gibt es Hinweise darauf, dass nicht nur die 

Kardiomyozyten untereinander kommunizieren, sondern auch mit den sie umgebenden Zellen 

in elektrischem Kontakt stehen (Kohl et al., 2005). Ein immer mehr an Bedeutung zunehmen-

des Beispiel sind die Fibroblasten, deren Funktion auch für die Erregungsleitung eine wesent-

liche Rolle zu spielen scheint (Gaudesius et al., 2003; Camelliti et al., 2004; Rohr, 2009; Yue 

et al., 2010). Alles in allem spiegeln die Zellkultur- und Einzelzell-Modelle nur wenige As-

pekte der Situation in vivo wider und für eine klare Interpretation der Ergebnisse müssen viele 

Annahmen gemacht werden (Horrobin, 2003). Aufgrund der methodischen Vorteile  werden 

allerdings auch weiterhin isolierte Kardiomyozyten und Zelllinien im Bereich der kardialen 

Arzneimittelentwicklung und Wirksamkeitsprüfung eingesetzt (Nattel et al., 2008). 

Fortführende Studien, um die Wirksamkeit und pharmakokinetische Eigenschaften zu unter-

suchen beruhen in der Regel auf Tierversuchen, die meist an kleinen Säugetieren durchgeführt 

werden. Für die Wirksamkeitsprüfung ist es allerdings wichtig, dass die betroffenen Zielstruk-

turen den Strukturen im Menschen ähnlich sind. Für die Entwicklung von Antiarrhythmika 

beispielsweise ist es schwierig, Vorhersagen für die Wirkung im Patienten zu treffen, da die 

Speziesunterschiede in der Ionenkanalausstattung sehr groß sind (Zicha et al., 2003).  

Für Wirksamkeitsstudien mit kardialen Zielproteinen benötigt man idealerweise ein Modell, 

das komplex genug ist, um die interzellulären Wechselwirkungen widerzuspiegeln und den 

humanen Eigenschaften sehr nahe kommt. Außerdem sollten eine hohe Anzahl von Experi-

menten durchführbar sein, um in kurzer Zeit viele Bedingungen testen zu können.  
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Sicherheitspharmakologie kardialer Nebenwirkungen 

 

Ein zweiter wichtiger Bestandteil der präklinischen Phase sind die sicherheitspharmakologi-

schen Untersuchungen. Dafür werden die Effekte der Substanz auf die Funktionen lebens-

wichtiger Organsysteme untersucht. Für den Bereich des kardiovaskulären Systems ist seit 

2005 vorgeschrieben, dass jedes potentielle Medikament auf seine proarrhythmische Wirkung 

getestet werden muss (ICHS7B, 2005). Diese Richtlinie der ICH („International Conference 

on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human 

Use”) wurde erarbeitet, weil man wiederholt Medikamenten die Zulassung entziehen musste, 

die zu sogenannten Torsade de Pointes-Arrhythmien und damit verbundenen Todesfällen 

führten (Redfern et al., 2003). Neben Antiarrhythmika, die per se einen Effekt auf die Elekt-

rophysiologie des Herzens haben, können auch Substanzen anderer Wirkstoffgruppen diese 

Art der ventrikulären Tachykardie auslösen, darunter Antihistaminika, Antibiotika und An-

tipsychotika (Redfern et al., 2003). 

Die Torsade de Pointes-Arrhythmien haben ihren Auslöser meist in einer Blockade des soge-

nannten hERG-Kalium-Kanals, die dazu führt, dass die Repolarisationsphase im ventrikulären 

Aktionspotential stark verlängert wird und die QTc-Zeit im EKG ansteigt (Fenichel et al., 

2004; Sanguinetti et al., 2006; Perrin et al., 2008). Diese Verlängerung führt zu einer Anhäu-

fung von Kalzium-Ionen und dadurch zu einer höheren Wahrscheinlichkeit, dass frühe Nach-

depolarisationen ausgelöst werden (Lankipalli et al., 2005). Zusätzlich gibt es Unterschiede in 

der Reaktion der verschiedenen Ventrikelwandschichten (Yan et al., 1998; Antzelevitch, 

2008). Dabei scheinen die sogenannten M-Zellen eine entscheidende Rolle zu spielen, eine 

Population der ventrikulären Kardiomyozyten die subendokardial lokalisiert ist und aufgrund 

elektrophysiologischer Unterschiede von den anderen differenziert werden kann (Antzelevitch 

et al., 1991). Diese M-Zellen reagieren stärker auf IKr-blockierende Substanzen als die epi- 

und endokardialen Zellen, sodass dadurch die Unterschiede in den Aktionspotentiallängen 

verstärkt werden (Yan et al., 1998). Diese transmurale Dispersion zusammen mit dem Auslö-

sen von frühen Nachdepolarisationen scheinen die Gründe für das Entstehen von Torsade de 

Pointes-Arrhythmien zu sein (Antzelevitch, 2001; Fenichel et al., 2004).  

 

In der Richtlinie der ICH ist es zunächst vorgeschrieben, die blockierende Wirkung einer Sub-

stanz auf den hERG-Kanal zu untersuchen (ICHS7B, 2005). Dafür werden artifizielle Syste-

me benutzt, in denen der hERG als einzelner Ionenkanal exprimiert wird, um dessen Inhibiti-

on unabhängig von anderen Strömen untersuchen zu können. Durch diese artifiziellen Syste-
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me entstehen methodische Probleme, die nicht in allen Fällen behoben werden können und oft 

vernachlässigt werden (Witchel et al., 2002). Zusätzlich ist die Situation in komplexeren Sys-

temen eine andere, da verschiedene regulatorische Proteine beschrieben wurden, die die Ei-

genschaften dieses Ionenkanals entscheidend beeinflussen (Nerbonne et al., 2005; Thomas et 

al., 2006). In diesen Systemen fehlt außerdem die Möglichkeit, die Interaktionen zwischen 

den Zellen zu beurteilen und die Wirkung der Substanzen auf andere Ionenkanäle zu untersu-

chen (Martin et al., 2004). Die Aussage über eine hERG-Blockade allein reicht dementspre-

chend nicht aus, um eine proarrhythmische Wirkung in jedem Einzelfall vorherzusagen.  

Deswegen ist weiterhin vorgeschrieben, dass die Verlängerung der QTc-Zeit in EKG-

Messungen am Tier durchgeführt werden (De Clerck et al., 2002; ICHS7B, 2005). Aber auch 

mit diesen Messungen können Substanzen falsch bewertet werden, wie beispielsweise Amio-

daron, das trotz QTc-Zeit-verlängernden Effektes keine proarrhythmische Wirkung entfaltet 

(Fenichel et al., 2004; Belardinelli et al., 2005). Sowohl in den EKG-Messungen als auch in 

den Einzelzell-Assays können bestimmte proarrhythmisch wirkende Effekte nicht erfasst 

werden. So kann beispielsweise eine Natriumkanalblockade ebenso wie eine hERG-Blockade 

zu ventrikulären Arrhythmien führen (Lazzara, 1996) und Einflüsse auf das Reizleitungssys-

tem fördern die Entstehung von kreisenden Erregungen (Workman et al., 2008; Jie et al., 

2010). Diese beiden und andere potentiell proarrhythmischen Mechanismen können mit den 

vorgeschriebenen Untersuchungen nicht aufgeklärt werden. Deshalb wurden in den letzten 

Jahren verschiedene Modelle beschrieben, um das Risiko von Arrhythmien in vitro besser 

abschätzen zu können. Vergleiche dieser Modellsysteme findet man in diversen Übersichtsar-

beiten (Chen at al., 2005; Lawrence et al., 2008; Raschi et al., 2009; Lee et al., 2010).  

Das Modell, welches die proarrhythmische Wirkung von Wirkstoffen am umfassendsten vor-

auszusagen scheint, ist die sogenannte ventrikuläre „wedge“-Präparation. Dafür wird ein 

transmurales Segment aus der Ventrikelwand oder dem Septum entfernt und arteriell perfun-

diert (Yan et al., 1996; Wang et al., 2008; Sicouri et al., 2010). Gleichzeitig können extrazel-

luläre („Pseudo-EKG“) und intrazelluläre Ableitungen aus allen drei Regionen der ventrikulä-

ren Wand aufgenommen werden, sodass die Wirkung von Substanzen auf die transmurale 

Dispersion dargestellt werden können. Dieses System wurde für verschiedene Spezies etab-

liert und auch mit humanem Ventrikel konnten Experimente durchgeführt werden (Sicouri et 

al., 2010; Glukhov et al., 2010). Die einzigen Nachteile dieser Methode sind die geringe Ver-

fügbarkeit an Proben und der komplizierte Aufbau, sodass es nur wenige Labore gibt, die die-

se Methodik beherrschen. Durch das Messen von Aktionspotentialen ist außerdem das Ausle-

sen weiterer Parameter möglich, die die Arrhythmogenität der Substanz beschreiben und zu-

sammengefasst sind in der sogenannten TRIaD (Triangularisierung, „Reverse use-
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dependence“, Instabilität, Dispersion; Raschi et al., 2009). All diese Faktoren beschreiben 

Veränderungen im Aktionspotential, die proarrhythmisch wirken, aber über die vorgeschrie-

benen Methoden nicht gemessen werden können (Hondeghem et al., 2005). Aktionspotenti-

almessungen an Präparaten, die dem menschlichen Myokard ähneln, sind dementsprechend 

stark zu befürworten, um den Einfluss neuer Substanzen auf die Elektrophysiologie des Her-

zens einschätzen zu können. 

 

 

2.5 Kultivierung von Kardiomyozyten 

 

Es gibt proarrhythmische Substanzen, die die hERG-Funktionalität beeinflussen, ohne diesen 

Kanal direkt zu blockieren (Ficker et al., 2003; Dennis et al., 2007; Su et al., 2011). Sie ver-

hindern den Einbau dieses Ionenkanals in die Zellmembran, sodass der IKr reduziert und da-

durch das Aktionspotential verlängert wird. Dieser Effekt wird in keiner der oben angespro-

chenen präklinischen Testsysteme untersucht, kann aber ebensolche Folgen haben, wie eine 

direkte Ionenkanalblockade. Eine Wirkung dieser Substanzen kann nur in langfristigen elekt-

rophysiologischen Modellsystemen festgestellt und aufgeklärt werden. 

Bisherige Modelle, um die elektrophysiologischen Eigenschaften der Herzzellen über einen 

längeren Zeitverlauf zu untersuchen und zu beeinflussen, beruhen entweder auf artifiziellen 

Zelllinien wie beispielsweise HL-1-Zellen (Claycomb et al., 1998; White et al., 2004) oder 

auf embryonalen Stammzellen (Hansen et al., 2010; Dick et al., 2010; Liang et al., 2010). Um 

einzelne Ionenkanäle zu untersuchen, wird weiterhin die Möglichkeit der Transfektion in 

nicht-kardiale Zellen genutzt (Rajamani et al., 2006; Su et al., 2011).  

Die elektrophysiologischen Eigenschaften der auf Stammzellen basierenden Modellsysteme 

entsprechen nur partiell den Eigenschaften der ausdifferenzierten adulten Herzzellen (Ravens, 

2006; Itzhaki et al., 2006).  Deshalb kann ein arrhythmogener Effekt einer Testsubstanz nur 

unter Vorbehalt auf das adulte Gewebe übertragen werden.  

Die vorhandenen Zelllinien stammen derzeit entweder von embryonalem Rattenventrikel ab 

oder wurden viral immortalisiert (Kimes et al., 1976; Claycomb et al., 1998). Diese Zelllinien 

sind in ihren elektrophysiologischen Eigenschaften bisher nur unzureichend charakterisiert 

und entscheiden sich deutlich von einem funktionierenden kardialen Synzytium (Mejia-

Alvarez et al., 1994; Wang et al., 1999; White et al., 2004). 

Eine weitere Möglichkeit der Untersuchung von Langzeiteffekten wären primäre Kardiomyo-

zyten. Isoliert man adulte Herzzellen und kultiviert diese unter Zellkulturbedingungen, dann 
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dedifferenzieren sie allerdings innerhalb der ersten Tage (Mitcheson et al., 1998; Banyasz et 

al, 2008). Sie verlieren sowohl ihre Kontraktilität als auch ihre typische Form (Nakamura et 

al., 2008; Viero et al., 2008; Hammer at al., 2010). Die Veränderungen in den Ionenkanalei-

genschaften sind nur partiell beschreiben, aber es wurden starke Unterschiede im Ruhememb-

ranpotential als auch in den Aktionspotentialen festgestellt (Mitcheson et al., 1996 und 1998). 

Einige essentielle Ionenströme sind in den kultivierten Kardiomyozyten verändert, darunter 

der des Natrium-Kalzium-Austauschers (Pabbathi et al., 2002), der des L-Typ-Kalziumkanals 

und der IK1 (Mitcheson et al., 1998; Banyasz et al., 2008).  

Es konnten bisher keine Bedingungen etabliert werden, die einen elektrophysiologisch stabi-

len Zustand von humanen adulten Kardiomyozyten in Kultur garantieren und dadurch die 

langfristige Beeinflussung von Ionenkanälen in vitro ermöglichen. 

 

 

2.6 Ziel der Arbeit 

 

Da elektrophysiologisch relevante Langzeitmodelle des humanen Myokards bisher nicht exis-

tieren, können langfristige Effekte neuer pharmakologischer Substanzen auf die Ionenkanäle 

nur artifiziell untersucht werden. Dadurch können wichtige Risikomechanismen für die Ent-

wicklung von ventrikulären Arrhythmien, wie beispielsweise eine Transportblockade des 

hERG-Kanals, übersehen werden.  

Um relevante in vitro-Tests für die Wirkungen neuer Substanzen auf humanes Myokard 

durchzuführen, wäre ein multizelluläres Präparat wünschenswert, welches man über mehrere 

Tage, bzw. Wochen elektrophysiologisch untersuchen kann und das Eigenschaften hat, die 

dem humanen Herzgewebe entsprechen. 

 

Ziel der Arbeit war es, ein alternatives Testsystem für die Untersuchung herzwirksamer Me-

dikamente an humanem Myokard zu etablieren und elektrophysiologisch zu beschreiben. 

 

Zunächst sollten Gewebeschnitte aus humanen adulten Ventrikelproben hergestellt und ihre 

Vitalität nachgewiesen werden. Mithilfe von intrazellulären Potentialableitungen sollten die 

elektrophysiologischen Eigenschaften beschrieben und pharmakologisch beeinflusst werden.  
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Bei erfolgreicher Etablierung des akut hergestellten Gewebeschnitts war es ein weiteres Ziel, 

diese Schnitte über einen Zeitraum von bis zu vier Wochen zu kultivieren und ihre Vitalität zu 

bestimmen. Auch an diesen Gewebeschnitten sollten Aktionspotentiale abgeleitet und die 

pharmakologische Beeinflussung spezifischer Ionenkanäle untersucht werden. Um eine mög-

liche Anwendung dieser neuen Technik zu demonstrieren, sollte ein langfristiger Einfluss 

einer proarrhythmogenen Substanz in humanem Myokard nachgewiesen werden. 
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3 Materialien 

 

3.1 Verwendete Geräte 

 

 

AD/DA-Wandler:  EPC 9, HEKA, Lambrecht/Pfalz 

Analysenwaage:  MasterPro, Sartorius, Göttingen 

    AE 100, Mettler-Toledo, Greifensee, CH  

Autoklaviergerät:  Typ 3870 ELV, Systec, Wettenberg 

Brutschrank:   Typ CB 210, Binder, Tuttlingen 

cDNA-Synthese:  TGradient-Cycler, Biometra, Göttingen 

Chloriergerät:   ACL01, npi, Tamm 

Elektronikrührer:  Combimag RCT, IKA, Staufen 

Fluoreszenzlampe:  EL-6000, Leica, Wetzlar 

Gel-Elektrophorese-System: SUB-CELL System, BioRad, München 

Gewebeschnitthalter:  Slice Anchor, HarvardApparatus, Holliston, US 

Heizblock:   Thermomixer Comfort, Eppendorf, Hamburg 

Homogenisator: Pellet Pestle Motor, Kontes, US  

 Teflon-Aufsatz, NeoLab, Heidelberg 

Infusor:   TSE-Systems, Bad Homburg 

Kameras:   CellCam s/w, Phase, Lübeck 

Kryotom:   CM 3050, Leica, Wetzlar 

Kühlsystem:   „Minichiller“, Lauda, Lauda-Königshofen 

Lampe: KL 5120, Krüss, Hamburg 

Lötkolben:   WSD50, Weller, Sparks, US 

Mikromanipulator:  PatchStar, Scientifica, Uckfield, UK 

Mikroskope:   Laser Scanning M.: TCS SP5, Leica, Wetzlar  

    Aufrechtes M.: Axio Examiner, Zeiss, Jena 

    Binokulares M.: Steni 2000, Zeiss, Jena 

Organbad, Konfiguration 1: Typ Mayflower, Hugo-Sachs-Elektronik, March-Hugstetten 

Organbad, Konfiguration 2: Eigenbau, Feinwerkstatt Universität zu Lübeck 

Oszilloskop:   TDS340A, Tektronix, Beaverton, OR, US 

PCR-Gerät:   7000 Sequence Detection System, Applied  
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    Biosystems, Carlsbad, CA, US 

Perfusionsregler:  MPCU, Lorenz Messgeräte, Katienburg-Lindau 

Peristaltische Pumpe:  Schlauchpumpe 5260, Eppendorf, Hamburg 

pH-Meter: pMX 3000, WTW, Weilheim 

Photometer:   Typ Fluostar Optima, BMG Labtech, Offenburg  

    Smart Spec 3000, Bio-RAD, München 

    Typ UVICON 932, Kontron Instr., Rossdorf 

Pinzetten, Scheren:  Fine Science Tools, Foster City, CA, US 

    Carl Roth, Karlsruhe 

Pipetten: Finnpipette, Thermo Fisher, Waltham, MA, US 

 Eppendorf, Hamburg 

Pipettenziehgerät:  P-2000, Sutter Instr., Novato, CA, US 

Pipettierhilfe: Typ Pipetus, Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt 

RNA-Extraktion:  ABI PRISM 6100, Applied Biosystems,  

    Carlsbad, CA, US 

Schüttler:   MS1 Minishaker, IKA, Staufen 

Sterilisator:   Typ 2712, Köttermann, Uetze/Hänigsen 

Sterilwerkbank:  LaminAir Typ HBB 2448, Heraeus, Osterode 

Stimulationselektrode: Mini Coaxiale Stimulationselektrode, Harvard  

    Apparatus, Holliston, US 

Stimulator:   Typ T, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten 

    Typ S, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten 

Temperaturregelung:  Temperaturregler: eTron M, JUMO, Fulda 

    Heizfolien, Conrad, Hirschau 

    Netzteil: LSP 1403, Voltcraft, Conrad, Hirschau 

Verstärker:   SEC 05-L, npi, Tamm 

Vibratom:   VT 1200S, Leica, Wetzlar 

Wasserbäder:   DC1, Haake Fisons, Karlsruhe 

    Thermomix 1420, B. Braun, Melsungen 

Zentrifugen:   C 412, Jouan, Unterhaching 
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3.2 Verbrauchsmaterialien 

 

Baumwolltücher:  Zupfbox POP-UP, Kimberley-Clark, Dallas, US 

Deckgläser:   quadratisch 20 x 20 mm, Carl Roth, Karlsruhe 

Einmal-Küvetten:  K-Küvetten, Eppendorf, Hamburg 

Falcon-Röhrchen:  CellstarTubes 15&50 mL, Greiner Bio One, Kremsmünster, AT 

Kanülen:   35 oder 70 mm, Carl Roth, Karlsruhe 

Kapillaren:   GB100F-10, Science Products, Hofheim 

Kultureinsätze:  PICMORG50 Cell Culture Inserts, Millipore, Billerica, MA, US 

Lötzinn:   Fluitin, Küppers-Metallwerk, Bonn 

Netz (Schnittfänger):  Nylon-Netz 160 µm, Millipore, Billerica, MA, US 

Objektträger:   Menzel-Gläser, Braunschweig 

Organhaken:   Vessel Holder 0,3 mm, Harvard Apparatus, Holliston, US 

Petrischalen:   35 oder 65 mm, Greiner Bio One, Kremsmünster, AT 

Pipettenspitzen:  Greiner Bio One, Kremsmünster, AT 

 Serologische Pipetten, Greiner Bio One, Kremsmünster, AT  

Platindraht:   PtIr 10%, 0,1 mm, Heraeus, Hanau 

Rasierklingen:   Wilkinson Sword, Solingen 

Reaktionsgefäße (Eppis) Sarstedt, Nümbrecht 

Sekundenkleber:  Super Bond Gel, Kent, Willich  

Silber/Silberchlorid-Pellets: E210, Warner Instruments, Hamden, CT, US 

Silberdraht:   PTFE-isoliert, Advent Research Materials, Oxford, UK 

Sterilfilter:   Express PLUS-Membran, 250mL, Millipore, Billerica, US 

Zellkulturplatten:  6- oder 24-Well, Greiner Bio One, Kremsmünster, AT 
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3.3 Chemikalien 

 

2,3-Butandion-Monoxim: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US 

Agarose:   Low Melt, Carl Roth, Karlsruhe 

    RotiGarose, Carl Roth, Karlsruhe 

cDNA-Synthese-Kit:  Cloned AMV First Strand Synthesis, Invitrogen, Carlsbad, US 

Coomassie Brilliant Blue: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US 

Diethylether:   Carl Roth, Karlsruhe 

Dimethylsulfoxid:  Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US  

Dofetilid:   Bosche Scientific, New Brunswick, US 

Fixable FarRed:  Invitrogen, Carlsbad, US 

Gigasept:   Schülke & Mayr, Norderstedt 

Glukose-Monohydrat: Carl Roth, Karlsruhe 

Glycerol:   Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US 

HEPES:   Serva Electrophoresis, Heidelberg 

HMR1098:   Sanofi-Aventis, Frankfurt 

Isoproterenol:   Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US 

ITS Liquid Media Suppl.: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US 

Kaliumchlorid:  Merck, Darmstadt 

Kalziumchlorid:  Merck, Darmstadt 

Lidocain:   Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US 

Magnesiumchlorid:  Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US 

Medium 199:   PAA Laboratories, Pasching, AT  

MTT:    Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US 

Natriumchlorid:  Carl Roth, Karlsruhe 

Natriumhydrogenkarbonat: Merck, Darmstadt 

Natriumhydrogenphosphat: Merck, Darmstadt 

Natriumhydroxid:  Merck, Darmstadt 

Nifedipin:   Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US 

Ortho-Phosphorsäure (80%) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US 

Paraformaldehyd:  Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US 

PCR-Kit:   SYBR green qPCR Supermix w. Rox, Invitrogen, Carlsbad, US 

Penicillin/Streptomycin: PAA Laboratories, Pasching, AT 
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Pentamidin-Isethionat: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US 

Phenylephrin:   Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US 

Propidiumiodid:  Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US 

RBS 50:   Carl Roth, Karlsruhe 

Rilmakalim:   Hoechst/Sanofi-Aventis, Frankfurt 

RNA-Isolations-Kit:  RNA-Purification-Kit, Applied Biosystems, Carlsbad, CA, US 

SYTO9:   Invitrogen, Carlsbad, US 

Tissue-Tek O.C.T.  Gentaur, Brüssel, BE 

Wasserbad-Reinigung: BAD Stabil, NeoLab, Heidelberg 

 

 

 

3.4 Puffer und Medien 

 

     Schneidepuffer   Messpuffer 

Natriumchlorid   136 mM    136 mM 

Kaliumchlorid    5,4 mM    5,4 mM 

Kalziumchlorid   0,9 mM    1,8 mM 

Magnesiumchlorid   1 mM     1 mM 

Natriumhydrogenphosphat  0,33 mM    0,33 mM 

Glukose-Monohydrat   10 mM     10 mM 

2,3-Butandion-Monoxim  30 mM     0 mM 

HEPES    5 mM     0 mM 

Natriumhydrogenkarbonat  0 mM     23 mM 

 

 

Kulturmedium    Medium 199 

     Penicillin/Streptomycin 1% 

     ITS-Zusatz: Insulin 10 mg/L  

       Transferrin 5.5 mg/L   

       Selen 5 µg/L 
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4  Methoden 

 

4.1  Herstellung von Herzgewebeschnitten 

 

Um vitale Herzgewebeschnitte aus intaktem Myokard herzustellen, musste die jeweilige, aus ver-

schiedenen Spezies stammende Probe bis zur Präparation möglichst schnell gekühlt und in einer 

kardioplegischen Lösung aufbewahrt werden. Der  für die Lagerung und das Schneiden eingesetz-

te Puffer (Schneidepuffer) enthielt 2,3-Butandionmonoxim (BDM), eine Substanz, die unter ande-

rem die ATPase-Aktivität des Myosins inhibiert und dessen Kalzium-Sensitivität erniedrigt. 

Durch diese und andere Mechanismen wird die Kontraktion und dadurch irreversible Schädigung 

verhindert (Xiao et al., 1995). Eine verminderte Konzentration von Kalzium-Ionen (0,9 mM) im 

Schneidepuffer soll die Überladung der Zellen mit Kalzium verhindern, allerdings auch Rekalzifi-

zierungsschäden verhindern, die nach einem kompletten Kalzium-Entzug auftreten können (Piper, 

2000). 

 

 

4.1.1 Herzen kleiner Säuger 

 

Für die Herzentnahme wurden die Tiere mit Inhalationsnarkotika (Diethylether oder Isofluran) 

betäubt und anschließend dekapitiert (Ratten) oder durch zervikale Dislokation (Mäuse) getötet. 

Kurz danach wurde das noch schlagende Herz entnommen und sofort in mit Sauerstoff vorbegas-

ten und auf 4 °C abgekühlten Schneidepuffer gelegt. 

Im Puffer wurden die Vorhöfe mit einer Schere abgetrennt und im Fall des Rattenherzens der 

rechte Ventrikel entfernt. Danach wurden die Herzen in eine mit 37 °C warmer flüssiger Low-

Melt-Agarose gefüllten Petrischale gelegt und durch vorsichtiges Zusammendrücken des Ventri-

kels mithilfe einer stumpfen Pinzette mit Agarose gefüllt. Die Ausrichtung der Herzen wurde da-

bei so gewählt, dass die Herzspitze nach oben gerichtet war (Abb. 3), um ein Herauslösen des 

Gewebes aus der Agarose während des Schneidens zu verhindern. Die nachfolgenden Schritte 

sind in Absatz 4.1.4 beschrieben. 
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4.1.2 Herzen großer Säuger 

 

Die Herzen der großen Säuger (Schwein, Rind, Ziege) wurden entnommen, kurz nachdem das 

Tier getötet wurde. Die Tötungsart und Prämedikation unterschied sich je nach vorher durchge-

führter Operation oder Schlachtmethode. Die linke Ventrikelwand der Herzen wurde schnellst-

möglich in maximal 1 cm3 große Stücke zerteilt (Abb. 3), die dann in eine Flasche mit gekühltem 

und vorbegastem Schneidepuffer gelegt wurden. Nach dem Transport wurden die Gewebestücke 

in 37 °C warmer Low-Melt-Agarose eingebettet. Die nachfolgenden Schritte sind in Absatz 4.1.4 

beschrieben. 

 

 

4.1.3 Humanes Herzgewebe 

 

Humanes Herzgewebe wurde nur mit dem schriftlichen Einverständnis der Patienten für Ver-

suchszwecke eingesetzt. Die Patienten wurden aufgeklärt und den Ethikanträgen für diese Studie 

wurde von den lokalen Ethikkommissionen aus Lübeck und Hamburg zugestimmt. 

 

Es wurden zwei Quellen von humanem Herzgewebe genutzt. Zum einen wurde hypertrophiertes 

Endokardium aus dem linken Ventrikel eingesetzt, das im Rahmen eines therapeutischen herzchi-

rurgischen Eingriffs, der sogenannten Morrow-Myektomie, in der Nähe der Herzklappe entfernt 

wird (Morrow et al., 1975, Abb.3). Dieses Gewebe wurde nach dem Entfernen während der Ope-

ration in Ringer-Lösung gelegt und schnellstmöglich auf Eis ins Labor transportiert. Der Trans-

port erfolgte in der Regel innerhalb von 2 h nach Entnahme. Nachdem die Probe von Fett- oder 

Bindegewebsresten befreit wurde, konnte sie in 37 °C warmer Low-Melt-Agarose mit der endo-

kardialen Seite nach unten eingebettet werden. 

Die zweite Quelle für humanes Ventrikelgewebe waren explantierte Herzen, die während einer 

Herz- oder Herz-Lungen-Transplantation aus dem Empfänger-Körper entfernt werden. In Zu-

sammenarbeit mit der Klinik für Herzchirurgie des Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf, 

namentlich Herrn Dr. Tobias Deuse, wurden Teile der linken Ventrikelwand in maximal 1 cm3 

große Stücke zerteilt, in Schneidepuffer gelegt und bei 4 °C gelagert. Innerhalb von zumeist 6 h 

wurde das Gewebe aus Hamburg nach Lübeck transportiert und mit der endokardialen Seite nach 

unten in 37 °C warmer Low-Melt-Agarose eingebettet. Die nachfolgenden Schritte sind in Absatz 

4.1.4. beschrieben. 
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Morrow-Myektomie 

Intrazelluläre Ableitungen  Gewebekultur  

Humanes Explantat 
Herzen großer Säuger 

 
Herzen kleiner Säuger 

300 µm Gewebeschnitte  

Abbildung 4: Schematischer Ablauf der Schnittherstellung, Kultivierung und funktionellen Messung.  Ventri-
kuläres Myokardium aus verschiedenen Quellen (Foto: humanes Endokard aus einer Morrow-Myektomie) wurde 
mithilfe eines Vibratoms unter sterilen Bedingungen in 300 µm dicke Gewebeschnitte zerteilt. Danach wurden die 
Schnitte entweder auf einer Filtermembran kultiviert oder in einem Organbad funktionell gemessen.  
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4.1.4 Das Schneiden des Herzgewebes 

 

Mit dem in Agarose eingebettetem Herzgewebe wurde für alle Proben gleich verfahren. Die Aga-

rose wurde auf Eis ausgehärtet und ein Block mithilfe eines Skalpells um das Gewebe herum aus-

geschnitten. Dieser Block wurde mit handelsüblichem Sekundenkleber (Cyanacrylat) auf den vor-

gekühlten Probenteller des Vibratoms geklebt. Der Probenteller wurde in der Probenwanne befes-

tigt, die vorher mit Schneidepuffer befüllt wurde, welche fortwährend gekühlt und mit Sauerstoff 

begast wurde. Das Schneiden erfolgte mit einer handelsüblichen Rasierklinge, die vor Benutzung 

gründlich mit 70 %igem Ethanol gereinigt wurde, um Öl- oder Wachsreste zu entfernen. Nach 

Befestigen der Klinge im Klingenhalter wurde die Auslenkung der Klinge in Z-Achsen-Richtung 

gemessen und auf „O“ justiert (Vibrocheck®), um eine Schädigung des Gewebes durch eine mög-

liche Schrägstellung der Klinge zu vermeiden. Diese neue Möglichkeit der Klingenjustierung 

steigerte in Studien anderer Arbeitsgruppen durch eine Minderung der vertikalen Vibration bereits 

die Qualität von Leber- und Hirnschnitten (Geiger et al., 2002; Zimmermann et al., 2009).  

Mit einer Auslenkung der Klinge von 1 mm in X-Richtung, einer Frequenz von ca. 85 Hz und 

einer Vorschubgeschwindigkeit von 0,07 mm/s wurden 300 µm dicke Gewebeschnitte angefertigt.  

Diese Werte beruhen teilweise auf den Erfahrungen des Herstellers und wurden teilweise opti-

miert. Die Gewebeschnitte wurden mithilfe eines selbstgebauten Schnittfängers aus der Wanne 

geholt und auf Eis in begastem Schneidepuffer für mindestens 30 min gelagert, bevor sie weiter-

verwendet wurden.  

 

 

4.2  Kultivierung von Herzgewebeschnitten 

 

Die Gewebeschnitte werden nach der Ruhezeit vorsichtig mit dem Schnittfänger aus dem Puffer 

genommen. Überschüssige Pufferlösung wurde mit einem Tuch durch das Netz des Schnittfängers 

abgesaugt. Der Schnitt wurde danach auf einen trockenen sterilen Kulturfilter aufgebracht. Dafür 

wurde der Schnittfänger umgedreht und der Schnitt leicht auf die Filtermembran aufgedrückt. Der 

trockene Filter saugte durch die entstandenen Kapillarkräfte die restliche Flüssigkeit und das Ge-

webe an, wodurch der Schnitt flach und gleichmäßig auf dem Filter lag. Dieser Filter wurde dann 

mit einer sterilen Pinzette in ein Well einer 6-Well-Platte gehoben, in das ca. 15 min vorher 1 mL 

eines Kulturmediums pipettiert wurde. Die Zeit zwischen Befüllen des Wells mit Medium und 

Einlegen des Filters wurde die 6-Well-Platte in den Brutschrank gestellt, um das Medium auf die 
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eingestellte Temperatur und den resultierenden pH-Wert zu adaptieren. Beim Einlegen des Filters 

in das Kulturmedium saugte sich dieser voll, wobei aber keine Flüssigkeit auf die Oberfläche des 

Filters gelangte. Dabei wurden Luftblasen unter dem Filter vermieden. Die 6-Well-Platte wurde in 

einen Brutschrank mit 37°C Temperatur und 5% CO2 im Gasanteil gestellt. Das Medium wurde 

täglich gewechselt, wobei dafür der Filter mit dem darauf liegenden Gewebeschnitt mithilfe einer 

Pinzette in eine frisch mit 1 mL Medium vorpipettierte 6-Well-Platte gehoben wurde. 

 

 

4.3  MTT – Vitalitätsmessung  

 

Das Überleben der Gewebeschnitte wurde mithilfe eines enzymatischen Vitalitätstests untersucht. 

Dafür wurde 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium Bromid, kurz MTT ver-

wendet. Dieser gelbe lösliche Farbstoff wird in die Zellen aufgenommen und durch reduzierende 

Enzyme in einen violetten unlöslichen Farbstoff umgewandelt (Mosmann, 1983). Da diese Enzy-

me abhängig sind von Reduktionsäquivalenten wie beispielsweise NADH, spiegelt die Umset-

zung des Farbstoffes die Glykolyserate der Zelle wider (Berridge et al., 1993). 

Nach der Präparation oder der Kultur wurden die Gewebeschnitte für zweimal 15 min bei 37 °C 

mit Messpuffer gewaschen und danach für 30 min mit 0,5 mg/L MTT-Reagenz im Brutschrank 

inkubiert. Nach einem fünfminütigem Waschschritt wurden die Gewebeschnitte für 30 min in 

reinem DMSO bei 37 °C unter ständigem Schütteln inkubiert und dadurch der umgesetzte Farb-

stoff herausgelöst. Die Extinktion des Überstandes wurde bei 555 nm im Spektrophotometer ge-

messen und die Schnitte wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C gelagert. Eine Normie-

rung erfolgte auf die Proteinmenge des Gewebeschnittes, die nach der Bradford-Methode be-

stimmt wurde (Bradford, 1976). Dafür wurden die Gewebeschnitte zunächst für 30 min in 0,5 M 

Natronlauge bei 95 °C aufgelöst. Danach folgte eine Neutralisation mit 80%iger Phosphorsäure 

durch eine 1:1-Verdünnung. Diese Lösung wurde mit dem Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-

250 versetzt, der proteinabhängig sein Absorptionsmaximum von 465 nm nach 595 nm ver-

schiebt. Die Absorption ist ein Maß für die Proteinmenge in der Probe (Rehm, 2002). 
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4.4  Vitalitätsfärbung 

 

Für eine Analyse der Schädigung, die nach dem Schneiden des Gewebes auftritt wurde eine Vita-

litätsfärbung durchgeführt. Dazu wurden die Schnitte für 30 min in Schneidepuffer ohne BDM bei 

4 °C gewaschen, um das BDM aus den Schnitten herauszuwaschen. Das BDM würde sich störend 

auswirken, da es strukturell einer Aminosäure ähnelt und für die Färbung ein Protein-bindender 

Farbstoff benutzt wurde (FarRed®). FarRed® ist nicht membrangängig, bindet dementsprechend 

bei intakten Zellen lediglich an die Proteine der Zellmembran. Zerstörte Zellen werden komplett 

durchgefärbt, da der Farbstoff ins Innere gelangt und an die zytosolischen Proteine bindet (Perfet-

to et al., 2006). Die Gewebeschnitte wurden für 30 min mit FarRed® (1:1000 verdünnt) bei 4 °C 

in mit Sauerstoff begastem Schneidepuffer inkubiert. Parallel dazu wurde Propidiumiodid (0,5 

µmol/L) in die Färbelösung gegeben und ebenfalls für 30 min inkubiert. Propidiumiodid ist ein 

DNA-bindender Farbstoff, der nicht membrangängig ist, also die Zellkerne geschädigter Zellen 

anfärbt (Crissman et al., 1976). Nach der Färbung wurden die Schnitte für zweimal 5 min gewa-

schen (Schneidepuffer ohne BDM, 4 °C) und dann in einem Kryostat bei -18 °C in Kryomedium 

eingebettet. Die Ausrichtung der Schnitte erfolgte hochkant, sodass man durch das Kryoschneiden 

einen Querschnitt des Gewebes erzeugte. Die 16 µm dicken Kryoschnitte wurden mit Glycerol 

bedeckt, das 5 µmol/L Syto9® enthielt, um den Schnitt vor dem Austrocknen zu bewahren und die 

Zellkerne der intakten Zellen gegenzufärben (Wlodkowic et al., 2008). Diese Schnitte wurden 

unter einem konfokalen Mikroskop ausgewertet. 

 

 

4.5  Herstellung von Paraffinschnitten und deren Färbung 

 

Um die zelluläre und subzelluläre Struktur der Gewebeschnitte strukturell zu untersuchen, wurden 

sie zunächst mit 4 % Formaldehyd in Messpuffer für ca. 2 h bei Raumtemperatur fixiert und in 0,4 

%iger Formaldehyd-Lösung bei 4 °C gelagert. Alle folgenden Durchführungen dieser Methode 

wurden freundlicherweise von Mitarbeitern des Instituts für Pathologie der Universität zu Lübeck 

durchgeführt. Nach einer Entwässerung mithilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe konnte das 

Gewebe paraffiniert und für das Schneiden ausgerichtet werden. Nach dem Anfertigen von 4 µm 

dicken Schnitten mit einem Mikrotom wurden diese dann mit Hämatoxylin und Eosin gefärbt, 

wobei das Hämatoxylin vor allem saure Strukturen, wie Zellkern und raues endoplasmatisches 
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Retikulum und das Eosin vor allem basische Strukturen wie das Zytosol anfärbt. Die angefertigten 

Präparate wurden nachfolgend unter einem Mikroskop betrachtet und ausgewertet.  

 

 

4.6   Intrazelluläre Membranpotentialableitungen 

 

4.6.1 Das Messprinzip 

 

Die elektrische Aktivität der Kardiomyozyten innerhalb der angefertigten Gewebeschnitte wurde 

mittels Aktionspotentialmessungen erfasst. Potentiale, die zwischen extrazellulärer Lösung und 

intrazellulärem Zytoplasma anliegen, können elektrisch gemessen werden. Dazu bringt man eine 

Elektrode in das innere Zellmilieu und misst die Spannung gegen eine Referenzelektrode, die sich 

in der umgebenden Flüssigkeit befindet.  

Um die Potentiale über die Zellmembran zu messen, wurden mit einem Pipettenziehgerät Glaska-

pillaren gezogen, die an der Spitze unter einem Mikrometer breit waren und, wenn sie mit 2 M 

Kaliumchlorid gefüllt und im Messpuffer eingetaucht waren, einen Widerstand von 10-50 MΩ 

hatten. Die Glaskapillaren wurden auf einen Elektrodenhalter gesteckt, an dem vorher ein chlo-

rierter Silberdraht befestigt wurde. Der Silberdraht wird chloriert, um leicht lösliche Ladungsträ-

ger erzeugen zu können und weil reines Silber toxisch auf Zellen wirken kann. Die Ladungsüber-

tragung während der Messung des Potentials erfolgt vor allem über diese Chlorid-Ionen und die 

unterschiedliche Konzentrationen an Chlorid-Ionen zwischen der extrazellulären Lösung und dem 

Inneren der Pipette erzeugen ein sogenanntes „Junction Potential“, das elektronisch vor der Mes-

sung ausgeglichen wird („Offset“-Regelung). Als Referenzelektrode diente ein Sil-

ber/Silberchlorid-Pellet, das in die perfundierte Lösung gehängt wurde. 

Der Silber/Silberchlorid-Draht der Messelektrode ist über eine Vorverstärkung mit einem 

Gleichspannungs-Verstärker verbunden, der einen hohen Eingangswiderstand besitzt, um einen 

Stromfluss über die Elektrode zu vermeiden. Die Aufnahmen erfolgten im sogenannten Brücken-

modus des Verstärkers, bei dem im Verstärker ein auf „Null“ gestellter Strom konstant gehalten 

und dadurch das aktuell anliegende Potential gemessen wird. Über einen „Brückenausgleich“ 

können Spannungsunterschiede, die bei einem Stromfluss über die Pipette aufgrund ihrer Kapazi-

tät entstehen, kompensiert werden, sodass das Signal ohne Artefakt gemessen werden kann (Axon 

CNS Guide, 2006).  Am Verstärker kann über eine Strominjektion der Widerstand der Pipette 

bestimmt werden, sodass man kontrollieren kann, ob die Pipette intakt und die Öffnung klein ge-

nug ist, um bei einem Anstechversuch die Zelle nicht so stark zu schädigen, dass ihre Funktion 
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gestört wird. Das verstärkte Gleichspannungs-Signal wurde gleichzeitig zu einem Oszilloskop zur 

optischen Kontrolle, zu einem Audio-Monitor im Verstärker zur akustischen Kontrolle und zum 

Analog-Digital-Wandler geleitet, sodass es aufgenommen werden konnte. Der Analog-Digital-

Wandler überträgt die Daten auf einen PC, wo sie mit dem Programm Pulse (Version 8.8, HEKA, 

Lambrecht) aufgenommen wurden. Die Auswertung der Aktionspotentialparameter erfolgte mit 

dem Programm Chart 5 der Firma ADInstruments (Oxfordshire, Großbritannien), die Abbildun-

gen einzelner Aktionspotentiale wurden mit IgorPro (Version 5, Wavemetrics, Lake Oswego, 

USA) erstellt. 

 

 

4.6.2 Die Messbedingungen 

 

Bei den Messungen der Aktionspotentiale erfolgte die Haltung der Schnitte in zwei verschiedenen 

Messkonfigurationen. Es konnte kein Unterschied der Messergebnisse in Abhängigkeit von den 

verschiedenen Konfigurationen festgestellt werden. Bei beiden wurden die Gewebeschnitte mit 4 

mL/min Messpuffer perfundiert, der vor Eintritt in die Messkammer auf 37 °C vorgewärmt und 

mit Karbogen (95 % O2, 5 % CO2) begast wurde. Dadurch konnten annährend physiologische 

Bedingungen geschaffen werden.  

Die ersten Experimente wurden in dem Organbad Mayflower® der Firma HSE durchgeführt (Abb. 

4A) und die perfundierte Lösung über ein Wasserbad erwärmt (Konfiguration 1). Das Experiment 

wurde unter optischer Kontrolle mit einem Stereomikroskop durchgeführt. Der Gewebeschnitt 

wurde in Faserrichtung mit Sekundenkleber an zwei Bügel geklebt (Abb. 4A) und in die Haken 

der Kammer eingehängt.  

In der zweiten Messkonfiguration wurde der Gewebeschnitt auf den Boden einer selbst kon-

struierten Messkammer gelegt (Abb. 4B) und durch einen Bügel mit eingespannten Nylonfäden 

auf dem Boden gehalten. Das Mikroskop an der zweiten Messkonfiguration war ein aufrechtes 

Mikroskop mit Eintauchobjektiven und die perfundierte Lösung wurde über die Beheizung des 

Mikroskoptisches erwärmt (Konfiguration 2).  
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Der Zufluss bei beiden Aufbauten erfolgte Schwerkraft-gesteuert und der Abfluss über eine Rol-

lenpumpe. Die Mikropipette zur Messung der Spannungsänderungen wurde über einen elektro-

nisch steuerbaren Mikromanipulator zur Zelle geführt. Mittels einer Stimulationselektrode wurden 

die Gewebeschnitte elektrisch stimuliert. Diese Punktstimulation erfolgte mithilfe eines elektri-

schen Stimulators entweder über eine Coaxial-Elektrode oder einen mit Kunststoff, Glas und ei-

nem Silikongemisch isolierten Platin-Iridium-Draht (Durchmesser: 0,1 mm). Die Stimulations-

elektrode wurde auf das Gewebe aufgesetzt, sodass sie direkten Kontakt zu den erregbaren Zellen 

hatte. Die angelegte Spannung wurde so gewählt, dass eine Kontraktion des Gewebes und ein 

Signal in der gemessenen Zelle zu sehen war, die Pulsdauer war jeweils 1 ms lang. Die Gewebe-

schnitte wurden in der Regel für eine halbe Stunde vorstimuliert, in der auch die angelegte Span-

nung noch angepasst wurde. Ein Experiment wurde erst begonnen, wenn das mit der Messelekt-

rode aufgenommene Aktionspotential über mindestens zehn Minuten eine stabil Form aufwies.  

Eine Behandlung mit kardiowirksamen Substanzen erfolgte mithilfe eines Infusors, der eine 

Stammlösung der Substanz in den Zulauf der Messkammer infundierte. Die endgültige Konzent-

ration der Substanz wurde über die Infusionsgeschwindigkeit festgelegt. Die Substanzen wurden 

entweder in Messpuffer oder in DMSO gelöst, wobei die DMSO-Konzentration im Bad 0,1 % 

nicht überschritt. Nach einem Experiment wurden die Gewebeschnitte entsorgt. 
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Abbildung 4:  Dargestellt sind Schemata der Kammern der beiden Messkonfigurationen (A: Konfiguration 1, B: 
Konfiguration 2). Stim-EL: Stimulationselektrode, Mess-EL: Messelektrode. 
 



 4. Methoden  
 

31 

 

4.6.3 Frequenzabhängigkeiten und Refraktärzeit 

 

Die elektrischen Eigenschaften des myokardialen Gewebes und seiner Zellen sind abhängig von 

der Häufigkeit, mit der eine Erregung stattfindet und die Aktionspotentialform ändert sich deut-

lich durch eine Änderung in der Stimulationsfrequenz. Diese Reaktionen können unterschieden 

werden in drei Kategorien. Zunächst reagieren die Zellen innerhalb einer Erregungswiederholung, 

die Änderungen liegen im Millisekunden- bis Sekundenbereich und sind abhängig von den Ionen-

kanaleigenschaften der Kardiomyozyten. Bei einer länger anhaltenden Veränderung der Stimula-

tionsfrequenz kommt es zu einer Anpassung der Aktionspotentialform im Minuten-Bereich, die 

abhängig von Ionenkanaleigenschaften und intrazellulären Signalketten sein kann. Bleibt die Fre-

quenz über Stunden und Tage verändert, treten veränderte Expressionsmuster verschiedener kar-

dialer Proteine auf, und die Zelle beginnt, sich langfristig an diese Änderung im Metabolismus 

anzupassen (Goette et al., 2008; Eisner, 2009).   

Die Reaktionen der Zellen auf eine Frequenzänderung konnten für den Sekunden- und Minuten-

bereich getestet werden. Um eine Abhängigkeit der Aktionspotentialform von dem Abstand zwi-

schen zwei Stimuli zu zeigen, wurde eine sogenannte elektrische Rückbildungskurve (ERC, 

„electrical restitution curve“) aufgezeichnet. Die Präparationen wurden mit einer konstanten 

Grundfrequenz stimuliert. Ein zweiter Stimulus wurde gesetzt in einem Abstand von 4000 ms, der 

in Schritten von 500 ms auf 1000 ms verkürzt wurde. Danach wurde der Abstand von 1000 ms in 

Schritten von 100 ms auf 500 ms verkürzt, und schließlich von 500 ms in Schritten von 10 ms bis 

zum Erreichen der relativen Refraktärzeit. Dadurch konnte sowohl die Refraktärzeit bestimmt als 

auch eine ERC für verschiedene Aktionspotentialparameter erstellt werden. 

Für eine Beeinflussung der Aktionspotentialform durch einen mittelfristigen Wechsel der Stimula-

tionsfrequenz wurden die Gewebeschnitte jeweils so lange stimuliert, bis die Aktionspotentiale 

stabil in ihrer Form wurden, wobei je Schritt 5 Minuten ausreichten, bis auf die  0,25 Hz – Phase, 

die für 10 Minuten andauerte.  
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4.6.4 Bestimmung der Reizleitungsgeschwindigkeit 

 

Wird das Gewebe elektrisch stimuliert und befindet sich die Messelektrode in der Lösung, dann 

wird ein so genanntes Stimulationsartefakt aufgenommen und erscheint als kurzer Peak im Span-

nungssignal. Die Zeit zwischen diesem Peak und dem Beginn des Aktionspotentials bezeichnet 

man als Latenz und sie ist abhängig von dem Abstand zwischen Mess- und Stimulationselektrode 

und der Geschwindigkeit, mit der der elektrische Reiz zwischen den Zellen weitergegeben wird. 

Den Abstand zwischen den Elektroden kann man messen und dadurch die Reizleitungsgeschwin-

digkeit im Gewebe errechnen. 

 

 

4.7   Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 

 

Die quantitative PCR kann anhand der mRNA-Menge Aufschluss darüber geben, wie hoch die 

Genexpression eines bestimmten Gens ist und wurde hier dafür verwendet um potentielle Ände-

rungen im Expressionsmuster wichtiger kardialer Marker und Ionenkanäle im Kulturverlauf zu 

untersuchen. 

 

 

4.7.1 RNA-Isolation und cDNA-Synthese 

 

Die Gewebeschnitte wurden zu einem bestimmten Zeitpunkt der Kultur bei -80 °C eingefroren. 

Lysiert wurden die Zellen durch einen Hand-Homogenisator mit Teflon-Aufsatz in Lyse-Puffer. 

Nachdem die RNA durch eine Proteinase K-Behandlung und eine Phenol-Chloroform-Extraktion 

aufgereinigt wurde, konnte sie an einer ABI PRISM 6100 Nucleic Acid PrepStation gemäß der 

Anleitung des Herstellers isoliert werden. Die RNA-Konzentration der Probe wurde mithilfe von 

photometrischen Messungen bei 260 nm und bei 280 nm bestimmt und später für die Normalisie-

rung der Expressionsmengen genutzt. Die cDNA-Synthese erfolgte mithilfe des Cloned AMV 

First-Strand Synthesis Systems für RT-PCR von Invitrogen. Dieses Kit benutzt das aus dem Avi-

an Myeloblastosis Virus isolierte Enzym AMV Reverse Transkriptase, deren Eigenschaft einer 

RNA-abhängigen DNA-Polymerase die cDNA-Synthese ermöglicht. Mithilfe eines Oligo(dT)-

Primers, der sich an die Poly(A)-Kette am 3‘-Ende der mRNA anlagert, verlängert dieses Enzym 

diesen Primer bis ein vollständiges DNA-Transkript entstanden ist. Aus dieser einzelsträngigen 
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DNA wird mithilfe des gleichen Enzyms ein dazu komplementärer DNA-Strang synthetisiert, 

sodass Doppelstrang-DNA entsteht. Diese cDNA wurde dann bei -20 °C gelagert. 

 

 

4.7.2 Quantitative „real-time“ Reverse Transkriptions-PCR  

 

Man benötigt für die PCR zwei spezifische Primer, kurze Oligonukleotide, die zu jeweils einem 

Strang der doppelsträngigen Ausgangs-DNA (cDNA) an den entgegengesetzten Enden komple-

mentär sind. Weiterhin braucht man eine thermostabile DNA-Polymerase, Nukleotide (dATP, 

dGTP, dCTP, dTTP), Puffer und Mg2+-Ionen, die als Kofaktor für die DNA-Polymerase dienen. 

Die PCR-Reaktion läuft in drei Schritten ab. Zunächst beginnt man mit der Denaturierung bei 

95°C. Hierbei wird der Ausgangs-Doppelstrang in zwei Einzelstränge aufgespalten. Das darauf 

folgende „Annealing“ findet bei 55°C statt. Dabei hybridisieren die Einzelstränge mit den im 

Überschuss vorhandenen Primern. Nun werden die Primer verlängert, so dass ein Duplikat des 

vorherigen Komplementärstrangs entsteht und die Ausgangs-DNA verdoppelt wird. Dieses Proto-

koll läuft in vielen Zyklen hintereinander ab, so dass der gewünschte Sequenzabschnitts exponen-

tiell amplifiziert wird (Mülhardt, 2003). Mithilfe eines in DNA interkalierenden Farbstoffes, in 

diesem Fall SYBR green 1 kann man in „Echtzeit“ die Amplifizierung der Ausgangs-DNA mit-

verfolgen. SYBR green I ist aufgrund der Sensitivität und Spezifität gut für diese Art der Anwen-

dung geeignet (Morrison et al., 1998). Die Fluoreszenz des Farbstoffs wird durch eine Halogen-

lampe angeregt und das emittierte Licht über einen Spektographen zu einer CCD-Kamera geleitet. 

Den Richtwert (threshold), ein festgelegter Fluoreszenzwert, legt man in die exponentielle Phase 

der Amplifizierung. Die einzelnen Proben benötigen unterschiedlich viele Zyklen, um diese Fluo-

reszenz zu erreichen, die einer bestimmten Kopienzahl entspricht und gegen eine Standardreihe 

bekannter Konzentrationen abgeglichen wird. Für diese Versuche wurde das Platinum® SYBR® 

green qPCR Supermix with Rox Kit benutzt und die PCR-Reaktion wurde in dem 7000 Sequence 

Detection System von AppliedBiosystems durchgeführt.  
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4.7.3 Primerdesign und -Optimierung 

 

Um die Primersequenzen für bestimmte Gene zu ermitteln, benötigt man zunächst die Sequenzen 

der mRNA, bzw. der cDNA dieser Gene. Diese enthalten im Gegensatz zur genomischen DNA 

keine Introns mehr. Die Sequenzen wurden auf der Internetseite www.ncbi.nih.gov in Form von 

GenBank-Dateien gefunden und eingelesen. Mithilfe des Programms PrimerExpress von Applied 

Biosystems wurden Primer ausgewählt, die zwischen 18 und 25 Nukleotide lang sind und ein 

Amplikon erzeugen, das eine Länge von 100-150 Basenpaaren hat. Um zu prüfen, ob die ermittel-

ten Oligonukleotide spezifisch für die jeweiligen Gene sind, wurden die Primersequenzen auf der 

Internetseite www.ncbi.nih.gov/BLAST eingegeben und mit der Genbank verglichen, um uner-

wünschte Homologien auszuschließen. Alle ermittelten und unten aufgeführten Primer wurden 

von der Firma Invitrogen bezogen (Tab. 1). 

 

Um die Primer zu optimieren, wurde eine PCR mit neun verschiedenen Primerkonzentrationen 

und derselben cDNA durchgeführt. Um danach festzustellen, welche Konzentration optimal ist, 

wurde eine Gelelektrophorese mit den verschiedenen Produkten durchgeführt. Dafür benutzte 

man ein 2%iges Agarose-Gel, das mit 10mg/mL des Fluoreszenz-Farbstoffes Ethidium-Bromid 

versetzt wurde, sodass die DNA angefärbt wurde. Die mit einem Ladepuffer gemischten Proben 

wurden parallel zu einem Marker auf das Gel aufgetragen, sodass man die Größe der gelaufenen 

DNA-Fragmente abschätzen kann. Über die Gele wurde für 20 min bei 400 mA je nach Gelgröße 

eine Spannung von 140 bis 240 Volt angelegt, um die Proben optimal aufzutrennen. Danach wur-

den sie mit einer CCD-Kamera unter UV-Bestrahlung bei 312 nm fotografiert und ausgewertet, 

um die optimale Primerpaarkonzentration zu bestimmen.  

Wurden die optimalen Primerbedingungen gefunden, so konnte die Konzentration des PCR-

Produktes dieses Ansatzes gemessen werden, indem es mit Wasser verdünnt photometrisch ge-

messen wurde. Mithilfe der Konzentration konnte man einen Standard für diesen Primer herstel-

len, aus dem eine Standardreihe für die jeweiligen quantitativen „real-time“ PCRs hergestellt wur-

de. 
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Gen Accession number Sequenz (sense/antisense) 
Länge des 

Amplikons 

hABCC9 NM_005691 
TGGATGCAGGCCTTGTTTTAG 

ACCAAAGTGGAAAAGAGGCCAT 
102 

hCACNA1C NM_001129846 
AAAGGCTACCTGGATTGGATCA 

CGTTTTCGGTGTTGACGGA 
132 

hKCND3 NM_172198 
GCCAGCAAGTTCACAAGCATC 

TTCCCTGCAATCGTCTTAGGC 
100 

hKCNH2 NM_172057 
AAGGACAAGTATGTGACGGCG 

GCATGACGCAGATGGAGAAGA 
114 

hKCNIP NM_014591 
CACACCTGCTCGTCCCATTTA 

GAAGAGCCCAAAATGCAAAGC 
118 

hKCNJ11 NM_000525 
AAGAAAGGCAACTGCAACGTG 

TGAGCAATGTGTGTGGCCA 
108 

hKCNJ2 NM_000891 
CAAAACTGAGCCATCCAGCAT 

TGTGGCATCTTCCCTAAGGTG 
112 

hSCN5A NM_001160161 
ACATGCTCATCATGTGCACCA 

GGTGTAAATGGCGGTGAAGGT 
106 

hSLC8A NM_001112801 
GCTGCCCTCCTGTTTCGATTA 

TGAAACACGCCCAGCCATT 
106 

 
Tabelle 1: Primersequenzen. In dieser Tabelle sind die verwendeten Primer für die „real-time“ reverse Transkripta-
se PCR aufgeführt, zusammen mit der Länge des Amplikons und der Accession Nummer. 
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4.8   Statistik 

 

Für eine Auswertung der untersuchten Aktionspotentialparameter wurde wie folgt vorgegangen: 

Je Gewebeschnitt wurden mindestens drei Zellen gemessen und die Aktionspotentiale, vorausge-

setzt sie waren stabil in ihrer Form, für mindestens 5 Minuten aufgenommen. Diese Aufnahmen 

wurden mit dem Programm Chart 5 ausgewertet und je Zelle der Mittelwert aus 100 aufeinander-

folgenden Aktionspotentialen berechnet. Es wurde ein Mittelwert aus den Aktionspotentialpara-

metern der Zellen gebildet, der dann wiederum als Wert für ein „n“ stand, das die Eigenschaften 

eines Präparates zu diesem Zeitpunkt widerspiegelte. Die Werte unterschiedlicher Präparate wur-

den zusammengefasst und zusammen mit dem Standardfehler für alle Kulturzeitpunkte darge-

stellt. Dann wurde mithilfe eines 1-Way-ANOVA-Tests überprüft, ob signifikante Unterschiede 

im Lauf der Kultur für die einzelnen Parameter aufgetreten sind, das Signifikanzniveau wurde 

dabei auf α = 0,05 festgelegt. Wurden nur zwei Gruppen miteinander verglichen, erfolgte ein ein-

facher t-Test, ebenfalls mit einem Signifikanzniveau von α = 0,05. 

Für die Auswertung der pharmakologischen Reaktionen der Kardiomyozyten in Kultur wurde je 

Präparation eine Zelle eines Gewebeschnittes an einem bestimmten Kulturzeitpunkt vor, während 

und nach Behandlung mit einer pharmakologischen Substanz gemessen. Es wurde der Mittelwert 

von jeweils 100 Aktionspotentialen vor der Behandlung und von 100 Aktionspotentialen in der 

stabilen Phase der Reaktion gebildet. Die Reaktion wurde durch eine Normierung auf den Wert 

vor Behandlung quantifiziert. Die Mittelwerte der einzelnen Präparationen wurden zusammen mit 

dem Standardfehler über den Kulturzeitraum dargestellt. 

Für die PCR-Daten wurden alle bereits auf den RNA-Gehalt der Probe normierten Expressions-

mengen der einzelnen Präparate noch einmal auf den Mittelwert aller Werte am Tag 0 der Kultur 

normiert und in % angegeben. Für eine Überprüfung des Einflusses der Kultur auf das Expressi-

onsmuster wurde auch hier ein 1-Way-ANOVA angewendet. Alle statistischen Berechnungen und 

Darstellungen erfolgten mit dem Programm Prism (Version 5.03, GraphPad Software). 
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5 Ergebnisse 

 

5.1  Akute myokardiale Gewebeschnitte  

 

5.1.1 Die Etablierung der Gewebeschnitttechnik 

 

Funktionelle Gewebeschnitte sind bereits seit Jahrzehnten etablierte Modellsysteme für unter-

schiedliche Untersuchungen verschiedener Gewebearten (Parrish et al., 1995). Vor allem im Be-

reich der neuronalen Forschung haben sich akute und kultivierte Hirnschnitte, insbesondere aus 

der neonatalen Maus, bewährt (Hajos et al., 2009; Gibbons et al., 2010). Aus diesem Grund gibt 

es weit entwickelte Geräte und Protokolle für die Hirnschnittpräparation, die eine wesentliche 

Grundlage für eine Etablierung humaner Herzschnitte waren. Weitere Vorarbeiten wurden von der 

Gruppe um Pillekamp geleistet, die in mehreren Arbeiten zeigen konnten, dass aus neonatalen und 

adulten Mäuseherzen funktionell aktive Gewebeschnitte hergestellt werden können (Pillekamp et 

al., 2005 und 2007; Halbach et al., 2006). Die Protokolle dieser Arbeitsgruppe wurden zunächst 

übernommen, wobei festgestellt wurde, dass die in dieser Studie eingesetzten Gewebeschnitte in 

ihrer Vitalität und Funktionalität heterogen waren. Da in den von Pillekamp und Kollegen ver-

wendeten Protokollen Kalzium-frei geschnitten wurde (Pillekamp et al., 2005), war eine Hypothe-

se für die mechanistische Ursache dieser Heterogenität, dass die Zellen bei erneutem Kalzium-

Kontakt mit Kalzium überladen wurden. Es ist beschrieben, dass dieser Prozess zu einer irrever-

siblen Schädigung des kontraktilen Apparates und einer verminderten Funktion der Kardiomyozy-

ten führen kann (Piper et al., 1992 und 2000). Auch ein schrittweise vollzogener Rekalzifizie-

rungsprozess des Schneidepuffers brachte nur leichte Verbesserungen (nicht gezeigt). Es stellte 

sich heraus, dass eine Kalzium-Konzentration von 0,9 mM Verbesserungen in der Funktionalität, 

Vitalität (Brandenburger, unveröffentlicht) und der Anstecheffizienz bei intrazellulären Ableitun-

gen brachten (Abb. 5 A). Eine Präparation mit einem HEPES-Puffer statt mit einer Bikarbonat-

gepufferten Lösung führte zu einer Erhöhung in der Ausbeute stabiler Zellen (Abb. 5 B). Unge-

fähr die Hälfte aller angestochenen Zellen waren für mindestens 100 Aktionspotentiale stabil 

messbar, wenn die Gewebeschnitte mit HEPES gepuffert wurden, während es nur ungefähr ein 

Drittel war, wenn der Schneidepuffer mit Bikarbonat angesetzt wurde. Durch diese Optimierun-

gen in der Präparation der Gewebeschnitte ist es uns gelungen, die Ausbeute und die Stabilität der 

untersuchten Kardiomyozyten zu erhöhen. 
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5.1.2 Die Vitalität der murinen und humanen Gewebeschnitte 

  

Während der Präparation der Gewebeschnitte ist es durch das Schneiden wahrscheinlich, dass ein 

gewisser Anteil der Zellen geschädigt oder zerstört wird. Um den Einfluss dieser Schädigung auf 

die Zellen zu untersuchen, wurden die Schnitte mit Vitalitätsfarbstoffen gefärbt. FarRed ist nicht 

Zellmembran-gängig und färbt die Proteine an, sodass intakte Zellen nur an der Membran und 

geschädigte Zellen komplett gefärbt werden. Propidiumiodid färbt die Zellkerne geschädigter Zel-

len an und Syto9, als Kontrolle, färbt auch die Zellkerne der intakten Zellen.  

In Abbildung 6 A (muriner Schnitt) und 6 D (humaner Schnitt) kann man erkennen, dass nur die 

Ränder der Schnitte mit FarRed gefärbt wurden, während man im Schnittinneren keine Zellen 

findet, die mit diesem Farbstoff gefüllt sind. Allerdings kann man bei einer Erhöhung der Sensiti-

vität die Membranen erkennen, die aufgrund der Bindung des Farbstoffes an Membranproteine 

gefärbt wurden (9 B und E). Das schließt eine ungenügende Diffusion von FarRed in den Schnitt 

aus. Auch die Färbung mit Propidiumiodid zeigte dieses Ergebnis. Sowohl im murinen Gewebe-

schnitt (Abb. 9 C) als auch im humanen Gewebeschnitt (Abb. 9 F) wurden nur die Zellkerne der 

randständigen Zellen gefärbt, sodass man letztendlich davon ausgehen kann, dass die akut herge-

stellten Herzgewebeschnitte den Schneideprozess zum größten Teil überlebt haben und nur ein bis 

zwei Zellschichten an den Schnitträndern zerstört werden. 
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Abbildung 5: Optimierung der Schneidebedingungen.  Der Zusatz von 0,9 mM Kalzium in den Schneidepuffer 
erhöhte den Anteil von stabil messbaren Zellen pro Anstechversuch (A), n=6 Schnitte aus unabhängigen Versuchen 
je Bedingung, MW±SEM. Die Pufferung mit HEPES und gleichzeitige Sauerstoffbegasung erhöhte den Anteil stabil 
messbarer Zellen am Gesamt-Zell-Anteil im Vergleich zu einer Pufferung mit Bikarbonat und Begasung mit Karbo-
gen (B), dargestellt ist der Gesamtwert aus 5-6 unabhängigen Präparationen je Bedingung. 
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5.1.3 Die elektrophysiologische Aktivität von Herzzellen verschiedener Spezies 

 

Es konnten akute Herzgewebeschnitte aus den Ventrikeln verschiedener großer und kleiner Säu-

getiere hergestellt werden. Die Schnitte wurden funktionell getestet und mittels intrazellulärer 

Ableitungen konnten Aktionspotentiale aufgenommen werden.  

Wie man in Abbildung 7 erkennen kann unterschieden sich die Kardiomyozyten in ihren elektro-

physiologischen Eigenschaften deutlich. Die Aktionspotentiale von Mäusen oder Ratten waren 

kurz im Vergleich zu denen von großen Säugern und wiesen eine stark ausgeprägte zweite Phase 

auf, während im Endokard des Menschen und in der Ventrikelzelle des Rindes diese Phase nicht 

zu erkennen war. Die Aktionspotentiale von Ziege und Schwein waren etwas kürzer als das des 

Menschen aber deutlich länger als von Maus und Ratte. Eine kurze zweite Phase war vorhanden, 

wenn auch nicht so deutlich wie bei der Ventrikelzelle der Maus. Das Ruhemembranpotential der 

gemessenen Zellen war nicht abhängig von der Spezies und lag bei allen Versuchen zwischen -70 

 A B C 

D E F 

Abbildung 6: Vitalitätsfärbung akut hergestellter Herzgewebeschnitte.  Eine Färbung muriner (A-C) und huma-
ner (D-F) Gewebeschnitte mit FarRed und Propidiumiodid zeigte, dass die Schnitte nur im Randbereich zerstört 
wurden, während das Innere erhalten blieb. A, D: rot: FarRed, Kerngegenfärbung mit grün: Syto9. B, E: rot: FarRed 
mit erhöhter Sensitivität aufgenommen, weiß: FarRed im gesättigten Aufnahmebereich. C, F: cyan: Propidiumiodid-
positiv gefärbte Zellkerne. Der Balken entspricht 100 µm. 



 5. Ergebnisse  
 

40 

und -80 mV. Auch die Aktionspotentialamplitude lag bei allen Spezies in derselben Größenord-

nung von 100-120 mV. Aus allen getesteten Spezies konnten funktionelle Herzzellen gemessen 

werden. 
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Abbildung 7: Aktionspotentiale aus Herzgewebeschnitten unterschiedlicher Spezies. Dargestellt sind exemplari-
sche Aktionspotentiale, abgeleitet aus Gewebeschnitten des Ventrikels von Mensch (A), Rind (B), Ziege (C), 
Schwein (D), Maus (E) und Ratte (F). Stimuliert wurden alle Schnitte mit einer Frequenz von 1 Hz. Man beachte die 
unterschiedliche Zeit-Skalierung. 
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5.1.4 Frequenzabhängigkeit des humanen und des murinen Aktionspotentials 

 
 
Die Länge des Aktionspotentials bestimmt die Refraktärzeit und ist deshalb entscheidend für die 

Wiedererregbarkeit des Herzgewebes. Aus diesem Grund muss sich die Form des Aktionspotenti-

als an die Stimulationsfrequenz anpassen. Diese Abhängigkeit konnte für unterschiedliche Spezies 

bereits in anderen Präparaten gezeigt werden (Patel et al., 2005; Eisner et al., 2009).  

Bei unseren Messungen an den Gewebeschnitten zeigte sich sowohl für die murinen als auch für 

die humanen Präparate eine Abhängigkeit der Aktionspotentialdauer von der Stimulationsfre-

quenz. Bei den humanen und auch bei den murinen Kardiomyozyten verkürzte sich die Länge des 

Aktionspotentials mit steigender Stimulationsfrequenz, aber nur bei den murinen Herzzellen ver-

längerte sich die erste Repolarisationsphase des Aktionspotentials bei schnelleren Frequenzen 

(Abb. 8).  
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Abbildung 8: Frequenzabhängigkeit des humanen und murinen Aktionspotentials. Dargestellt sind exemplari-
sche Aktionspotentiale aus einem humanen Gewebeschnitt (A) und einem murinen Gewebeschnitt (B) bei verschie-
denen Stimulationsfrequenzen. Humane Kardiomyozyten reagieren auf eine Erhöhung der Stimulationsfrequenz mit 
einer Verkürzung des Aktionspotentials (A), murine ventrikuläre Aktionspotentiale werden auch kürzer bei schnelle-
rer Stimulation, die erste Repolarisationsphase wird allerdings länger (B). 
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5.1.5 Pharmakologische Beeinflussung verschiedener Ionenströme in humanen 

Gewebeschnitten 

 

Um die Beteiligung bestimmter Ionenströme am menschlichen endokardialen Aktionspotential im 

Gewebeschnitt nachzuweisen wurden verschiedene Substanzen verwendet, die einzelne Ionenka-

näle blockieren oder aktivieren.  

Eine Blockade des hERG-Kanals mit 1 µM Dofetilid führte zu einer Verlängerung des ventrikulä-

ren Aktionspotentials (Abb. 9 A, B). Erniedrigt man die Stimulationsfrequenz auf 0,1 Hz, dann 

potenziert sich der Effekt von Dofetilid auf die Länge des Aktionspotentials und es entwickeln 

sich frühe Nachdepolarisationen (Abb. 9 A, B). Auf weitere Parameter des Aktionspotentials hat 

Dofetilid in den getesteten Konzentrationen keine Wirkung. Gibt man dieselbe Substanz zu einem 

Gewebeschnitt aus dem Mäuseventrikel, sieht man keine Veränderung im APD90 (80±12 ms vs. 

73±4 ms, n=3). 
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Abbildung 9: Reaktion der humanen Kardiomyozyten auf hERG-Blockade.  A: Beispiel einer typischen Mes-
sung. B: statistische Auswertung des APD90. Die Aktionspotentiale verlängern sich um ungefähr 50 % im Vergleich 
zur Kontrolle, wenn man die Gewebeschnitte mit 1 µM Dofetilid behandelt (A, B). Erniedrigt man die Stimulations-
frequenz von 1 Hz auf 0,1 Hz, kommt es zu einer deutlichen Potenzierung des Effekts (A, B). MW±SEM, n=3-10 
Versuche unabhängiger Präparationen, *** steht für einen p-Wert < 0,001. 
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Aktiviert man ATP-abhängige Kaliumkanäle mit 1 µM Rilmakalim, dann verkürzt sich das Akti-

onspotential signifikant auf ca. 20 % des ursprünglichen APD90-Wertes (Abb. 10 A, B). Gibt man 

zusätzlich 10 µM HMR1098, einen Inhibitor des sarkolemmalen ATP-abhängigen Kaliumkanals, 

dann wird dieser Effekt zum Teil wieder aufgehoben, ist allerdings nicht komplett reversibel.  

 

 

 

 

 

 

Weitere Substanzen wurden nur exemplarisch getestet und konnten deshalb nicht statistisch aus-

gewertet werden. Eine β-adrenerge Stimulation mit 1 µM Isoproterenol führte durch die Zunahme 

des intrazellulären Calcium-Spiegels zu einer Erhöhung der Plateau-Phase des Aktionspotentials  

(Abb. 11 A). Dagegen führte eine α-adrenerge Stimulation mit 10 µM Phenylephrin zu keiner 

sichtbaren Veränderung der Aktionspotentialform (Abb. 11 B).  
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Abbildung 10: Beeinflussung der ATP-abhängigen Kaliumkanäle am humanen Gewebeschnitt. A: Beispiel 
einer typischen Messung. B: statistische Auswertung des APD90. Behandelt man die Gewebeschnitte mit 1 µM Ril-
makalim, dann verkürzt sich das Aktionspotential signifikant (A, B). Gibt man zusätzlich den Inhibitor des sarko-
lemmalen ATP-abhängigen Kaliumkanals HMR1098, dann wird diese Verkürzung partiell reversibel (A, B). 
MW±SEM, n=6 Versuche unabhängiger Präparationen, * steht für einen p-Wert < 0,05, *** für einen p-Wert < 
0,001. 

Abbildung 11: Aktivierung adrenerger Rezeptoren am humanen Aktionspotential.  Behandelt man die Gewebe-
schnitte mit 1 µM Isoproterenol und stimuliert dadurch die β-adrenergen Rezeptoren, dann erhöht sich das Plateau 
des Aktionspotentials deutlich (A). Gibt man den Aktivator der α-adrenergen Rezeptoren Phenylephrin (10 µM), 
dann kann man keine deutlichen Effekte auf das Aktionspotential feststellen (B). 
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Die Gabe von Lidocain, einem Inhibitor des Natrium-Stroms in der ersten Phase des Aktionspo-

tentials führte zu einer Konzentrations-abhängigen Reduktion der Aufstrichgeschwindigkeit (Abb. 

12 A) und einer Verlängerung der Latenz zwischen Stimulationsartefakt und Beginn des Aktions-

potentials um (Abb. 12 B), ein Indiz dafür, dass die Reizweiterleitung gehemmt wird.  
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Abbildung 12: Blockade des Natriumstroms mit Lidocain an einer humanen Kardiomyozyte im akuten Gewe-
beschnitt. A: Dargestellt ist die erste Phase des Aktionspotentials, man erkennt das Stimulationsartefakt zu Beginn 
der Aufnahme und die Phase 1 des Aktionspotentials. In B sieht man die maximale Aufstrichgeschwindigkeit des 
Aktionspotentials, im Verlauf eines Experimentes. Behandelt man die Gewebeschnitte mit 60 µM Lidocain, dann 
wird die Reizweiterleitung gehemmt, zu erkennen an der Verlängerung der Latenz zwischen Stimulations-Artefakt 
und Beginn des Aktionspotentials (A). Die maximale Aufstrichgeschwindigkeit wird abhängig von der Konzentration 
reduziert (B). 
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5.1.6 Geschlechtsabhängigkeit des humanen Aktionspotentials 

 

Frauen leiden häufiger an dem erworbenen Long-QT-Syndrom, eine durch äußere Faktoren verur-

sachte Verlängerung der QTc-Zeit im EKG, außerdem ist die basale QTc-Zeit länger als die von 

Männern (Ebert et al., 1998; Jonsson et al., 2010). Es wird vermutet, dass sie aufgrund dieser Un-

terschiede auch eine höhere Inzidenz für das Auftreten von ventrikulären Arrhythmien haben. Im 

Modell der humanen Gewebeschnitte konnte gezeigt werden, dass die Aktionspotentiale des Ge-

webes, das aus weiblichen Herzen stammt, signifikant länger sind als die Aktionspotentiale die in 

männlichem Gewebe gemessen wurden (APD90: 425±15 vs. 368±13 ms, Abb. 13 A). Interessan-

terweise reagierten die Zellen nicht unterschiedlich auf eine hERG-Blockade mit 1 µM Dofetilid 

(Abb. 13 B). 
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Abbildung 13: Geschlechtsabhängiger Unterschied der Aktionspotentialdauer und hERG-Reaktivität. Darge-
stellt sind die Mittelwerte des APD90 der Aktionspotentiale (A) beziehungsweise die Änderung des APD90 nach Be-
handlung mit Dofetilid relativ zum Wert vor dem Experiment (B). In den Ventrikelschnitten von Frauen wurden 
signifikant längere Aktionspotentiale gemessen als im Gewebe von Männern (A, n=5-6 Gewebeschnitte unabhängi-
ger Präparationen je Gruppe). Dagegen war die Reaktion der Zellen auf 1 µM Dofetilid nicht unterschiedlich (B, 
n=2-4 Gewebeschnitte unabhängiger Präparationen je Gruppe). MW±SEM, ** steht für einen p-Wert < 0,01. 
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5.2 Kultivierte humane Gewebeschnitte  

 

Nachdem gezeigt wurde, dass die humanen Herzgewebeschnitte vital und elektrophysiologisch 

aktiv sind, sollte als nächster Schritt eine Kultivierbarkeit getestet werden, um dieses Modellsys-

tem auch für elektrophysiologische Langzeituntersuchungen nutzen zu können. Für die Methode 

der Kultivierung wurde ein einfaches System verwendet, welches aus der Hirnschnittkultur be-

kannt ist und auf einer optimalen Versorgung des Gewebes mit Sauerstoff beruht (Stoppini et al., 

1991). Es wurde ein Basalmedium genutzt, das in der Kardiomyozytenkultur häufig verwendet 

wird, wenn man auf Serum verzichten möchte (Morgan et al., 1950; Banyasz et al., 2008). Zusätz-

lich wurden Insulin, Transferrin und Selen zugegeben, drei Substanzen, die in dieser Kombination 

Verbesserungen im Strukturerhalt kultivierter Kardiomyozyten bewirkten (Viero et al., 2008).  

Es wurden Qualitätskriterien für die Form der Aktionspotentiale verwendet, damit man überle-

bende differenzierte Kardiomyozyten von anderen Zellen in der Kultur unterscheiden konnte. Das 

Ruhemembranpotential von ungefähr -80 mV und eine schnelle Aufstrichgeschwindigkeit sind die 

deutlichsten Unterschiede der differenzierten Herzzellen zu anderen Zellarten, beziehungsweise 

undifferenzierten Myozyten (Gaudesius et al., 2003; He et al., 2003). 

 

 

5.2.1 Erfolg der Kultivierung 

 

Legt man eine Grenze für die Verwendung von Kardiomyozyten für elektrophysiologische Mes-

sungen an (Ruhemembranpotential ≤ 60 mV, Aufstrichgeschwindigkeit ≥ 10 V/s), dann erhält 

man eine Ausbeute von 89 % für die Gewebeschnitte aus akuten Präparationen, während man 

nach 28 Tagen in Kultur noch 67 % der Gewebeschnitte elektrophysiologisch untersuchen konnte. 

Im Vergleich zur Kontraktilität ist das eine höhere Ausbeute für die Funktionalität humaner Ge-

webeschnitte nach 28 Tagen in Kultur (Brandenburger, unveröffentlicht). 

 

 

 

 

 

 

 



 5. Ergebnisse  
 

47 

 

5.2.2 Vitalität 

 

Zunächst wurde die Vitalität mithilfe eines enzymatischen Aktivitätstests untersucht, um zu 

bestimmen wie groß der Teil der Gewebeschnitte ist, der die Kultur überlebt hat. Es stellte sich 

heraus, dass die Vitalität, bezogen auf die Proteinmenge, nach 4 Wochen in Kultur nicht abge-

nommen hat (Abb. 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2.3 Erregungsausbreitung und Struktur 

 

Um die Gewebeschnitte auch nach der Kultivierung noch mit einem punktuellen Reiz stimulieren 

zu können, muss es ein intaktes Synzytium aus erregbaren Zellen geben, das den Reiz weiterleitet. 

Durch den Abstand zwischen Stimulations- und Messelektrode und der Latenz zwischen Stimula-

tionsartefakt und Aktionspotentialbeginn konnte eine Reizleitungsgeschwindigkeit gemessen 

werden, die für die akut gemessenen Gewebeschnitte 0,35±0,04 m/s betrug (n=10 Zellen aus 4 

Präparationen, Abb. 15 B). Nach 4 Wochen in Kultur konnte trotz veränderter Gewebsstruktur 

wieder eine Erregungsausbreitung bestimmt werden, die allerdings signifikant abnahm (0,2±0,03 

m/s, n=12 Zellen aus 3 Präparationen). Die Struktur der kultivierten Gewebeschnitte erschien auf-
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Abbildung 14: Vergleich der Vitalität von Ventrikel schnitten akut 
und in Kultur.  Dargestellt ist das Ergebnis des MTT-Tests. Nach 4 
Wochen in Kultur hat die Vitalität der Herzschnitte, gemessen mit 
dem MTT-Test, nicht abgenommen. n=14 Gewebeschnitte aus 5 un-
abhängigen Präparationen je Gruppe 
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gelockerter und nur ca. 10-20 % der Gewebsfläche zeigten eine typische Muskelquerstreifung 

(Abb. 15 A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2.4 Expression der wichtigsten Ionenkanäle und –Transporter 

 
Eine wesentliche Grundlage für die Ausbildung des kardialen Aktionspotentials ist die geregelte 

Aktivität verschiedener Ionenkanäle. Um zu überprüfen, ob die Expression dieser Ionenkanäle 

durch die Kultur beeinflusst wird, wurden mRNA-Spiegel in den akuten und kultivierten Gewebe-

schnitten bestimmt.  

Der wichtigste Kanal im humanen Ventrikel für die erste Phase des Aktionspotentials ist der 

Nav1.5, ein spannungsabhängiger Natrium-Kanal. Die Expression der mRNA dieses Kanals wur-

de im Vergleich zu den akut hergestellten Gewebeschnitten trotz eines Abfalls in der ersten Phase 

durch die Kultur nicht signifikant verändert. Der Natrium-Kalzium-Austauscher und der wichtigs-

te ventrikuläre Kalzium-Kanal Cav1.2 blieben unbeeinflusst in den Zellen der kultivierten Gewe-

beschnitte erhalten. Auch die Expression des für das Ruhemembranpotential verantwortlichen 

K ir2.1-Gens blieb konstant über den gesamten Kulturzeitraum. Die beiden Komponenten des re-

polarisierenden Kalium-Stroms Ito, Kv4.3 und KChIP, wurden in der Kultur etwas mehr bzw. we-

niger exprimiert, blieben statistisch aber unverändert (Abb. 16). 

Den Hauptanteil des schnell repolarisierenden Kaliumstroms IKr im humanen Ventrikel trägt der 

hERG-Kanal, dessen Expression durch die Kultur nicht beeinflusst wurde. Ebenso die beiden 
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Abbildung 15: Erregungsausbreitung und Struktur nach Kultur. In A sind histologische HE-gefärbte Schnitte 
der Herzschnitte zu sehen. In B ist die Reizleitungsgeschwindigkeit in den Gewebeschnitten dargestellt. Die Struktur 
der Gewebeschnitte erscheint aufgelockerter und mit größeren Abständen zwischen den Zellen (A). Quergestreifte 
Zellen sind auch nach 4 Wochen in Kultur noch zu erkennen. Die Erregungsausbreitung ist nach 28 Tagen signifikant 
erniedrigt (B). MW±SEM, n=10-12 Zellen aus 3-4 unabhängigen Präparationen. Die weiße Linie entspricht einer 
Länge von 50 µm. 
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Hauptkomponenten des kardialen ATP-abhängigen Kaliumkanals Kir6.2 und SUR2A waren wäh-

rend des gesamten Kulturzeitraums nicht anders exprimiert als im akuten Gewebeschnitt (Abb. 

16). 
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Abbildung 16: Expressionslevel wichtiger Ionenkanäle und Austauscher. Dargestellt sind die mRNA-Spiegel der 
einzelnen Gene, gemessen mit quantitativer PCR. Normalisiert wurde zunächst auf den Gesamt-RNA-Gehalt der 
jeweiligen Probe und dann auf den Mittelwert der Gewebeproben am Tag 0. MW±SEM, n=6-8 Proben unabhängiger 
Präparationen. 
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5.2.5 Aktionspotentiale 

 
Eine maßgebliche Eigenschaft des Herzgewebes ist seine elektrophysiologische Aktivität. Die 

Form der Aktionspotentiale wurde als wesentlicher Parameter für die Funktionalität der Zellen 

angesehen. Deshalb wurden die Kulturbedingungen so optimiert, dass die Kardiomyozyten auch 

nach längerer Zeit noch elektrisch stimulierbar blieben. Die Eigenschaften der Zellen wurden zu-

nächst auf die Aktionspotentialform hin untersucht.  
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Abbildung 17: Elektrophysiologische Parameter in Kultur.  A: Beispielhafte Aktionspotentiale von akuten und 
kultivierten Schnitte. B: Das Ruhemembranpotential über den Kulturverlauf. C: APD20/90 über den Kulturverlauf. D: 
Amplitude und maximale Aufstrichgeschwindigkeit der Aktionspotentiale über den Kulturverlauf.  Die Aktionspo-
tentialform der kultivierten Kardiomyozyten verändert sich nur in der Länge des Plateaus im Vergleich zu den akuten 
Gewebeschnitten (A, C). Exemplarische Aktionspotentiale sind in A dargestellt, ein Zeitverlauf der Aktionspotenti-
alparameter wird in B, C und D gezeigt. Dargestellt sind die Mittelwerte±SEM der Zellen aus n=5-9 unabhängigen 
Gewebeschnitten pro Zeitpunkt. Die Gewebeschnitte stammen aus 10 verschiedenen Präparationen. * heißt statistisch 
signifikant mit p ≤ 0,05. 
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Das durchschnittlich gemessene Ruhemembranpotential betrug bei Herzzellen aus akut hergestell-

ten Herzgewebeschnitten -77±2 mV, blieb während des gesamten Kulturverlaufes stabil und lag 

nach 4 Wochen in Kultur bei -77±3 mV (Abb. 17 B). Auch die Aktionspotentialdauer veränderte 

sich nicht im Lauf der Kultur (Abb. 17 C, APD90 akut: 384±20, nach 28 Tagen: 364±30 ms). Da-

gegen gab es einen partiellen Verlust des Plateaus, der signifikant durch die Kultur verursacht und 

durch das APD20 beschrieben wurde (Abb. 17 A und C). Nach 28 Tagen in Kultur war dieser Pa-

rameter auf  81±18 ms gesunken, während er akut noch 164±10 ms betrug. Die Aktionspotential-

amplitude und die Aufstrichgeschwindigkeit nahmen innerhalb der ersten Woche in Kultur ab, 

danach allerdings wieder zu und waren nach 4 Wochen in Kultur nicht signifikant unterschiedlich 

zu den Parametern akut hergestellter Schnitte (Abb. 17 D; Amplitude: 105±4 mV akut und 95±3 

mV nach 28 Tagen; Aufstrichgeschwindigkeit: 149±26 V/s akut und 110±14 V/s nach 28 Tagen). 

Auffällig ist weiterhin ein Auftreten einer schnellen ersten Repolarisationsphase bei einigen kulti-

vierten Gewebeschnitten, die man bei akut gemessenen Kardiomyozyten  nicht findet (Abb. 17 

A). 

 

 

5.2.6 Elektrische Restitutionskurven und Refraktärzeit 

 
Die Wirkung einer veränderten Stimulationsfrequenz auf das Aktionspotential einer Herzzelle ist 

ein physiologischer Parameter, der für die Erregbarkeit des Gewebes auch bei schnell aufeinan-

derfolgenden Schlägen wichtig ist. Um dieses adaptive Verhalten der elektrischen Parameter 

quantitativ zu erfassen, wurden Experimente mit einem dynamischen Restitutionsprotokoll durch-

geführt. Diesem Protokoll folgend wurde der Abstand zwischen zwei Schlägen kontinuierlich 

verkürzt, bis die absolute Refraktärzeit erreicht wurde. Die Refraktärzeit bei den Zellen der akuten 

Gewebeschnitte betrug 440±20 ms (n=15 Zellen aus 8 unabhängigen Präparationen) und verän-

derte sich während der Kultur nicht (nach 28 Tagen Kultur: 414±32 ms, n=9 Zellen aus 5 unab-

hängigen Präparationen). 

Dagegen war die Reaktion der Zellen auf eine Verkürzung der Stimulationsperiode (S2-S1) stark 

unterschiedlich zwischen akuten Gewebeschnitten und denen aus Kultur. Bei den Herzzellen der 

akuten Schnitte wurde das Aktionspotential kontinuierlich kürzer, je kürzer der Abstand zwischen 

erstem und zweitem Stimulus wurde (Abb. 18 A und D). Auch das Plateau verkürzte sich in glei-

chem Maß wie die Länge des Aktionspotentials, zunächst langsam und je näher der Abstand der 

Refraktärzeit kam, desto stärker wurde die Verkürzung (Abb. 18 A, C und D). Nach 4 Wochen in 

Kultur allerdings wurden die Aktionspotentiale zunächst länger, je kürzer der Abstand zwischen 

den Stimuli wurde. Insbesondere bildete sich ein Plateau, das im Vergleich zu den akuten bei den 
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kultivierten stark reduziert war (Abb. 18 B und Abb. 17 A). Dieses Plateau nahm zu bis zu einem 

Abstand von ungefähr 500 ms zu. Danach folgte sowohl die Plateauform (Abb. 18 C) als auch die 

Aktionspotentiallänge (Abb. 18 D) demselben Verlauf wie die akuten Schnitte, sie verkürzten sich 

stärker, je näher der zweite Stimulus der Refraktärzeit kam. 
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Abbildung 18: Restitution des Aktionspotentials akut und nach Kultur. Verkürzt man kontinuierlich die Zeit 
zwischen zwei aufeinanderfolgenden Stimuli, dann kann man die Refraktärzeit messen. Davor kann man die Abhän-
gigkeit der Aktionspotentialparameter von der Zeit zwischen zwei Aktionspotentialen (S2-S1) bestimmen. In A ist 
ein Beispiel am akut hergestellten Schnitt mit einem Abstand S2-S1 von 500 ms gezeigt. In B ist dasselbe gezeigt am 
4 Wochen alten Gewebeschnitt. Man kann die Entstehung eines Plateaus erkennen, die abhängig ist von der Zeit 
zwischen zwei Stimuli (C, gezeigt am APD20). Im Unterschied zum akuten Schnitt wird das Aktionspotential zu-
nächst länger, bevor es  kurz vor Erreichen der Refraktärzeit wieder kürzer wird (D, APD90). Beim akut hergestellten 
Schnitt wird das Aktionspotential kontinuierlich kürzer, je kürzer der Abstand zwischen zwei Stimuli wird. 
MW±SEM, n=7-10 Zellen aus je 4-7 unabhängigen Präparationen. 
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5.2.7 Pharmakologische Beeinflussung von Ionenströmen 

 

Neben der Aktionspotentialform ist das pharmakologische Verhalten der kultivierten Herzgewe-

beschnitte ein wichtiger Parameter zur Bestimmung ihrer physiologisch relevanten Funktionalität. 

Deshalb wurden zwei grundlegende Reaktionen des Herzens ausgelöst. Zunächst wurde mit 1 µM 

Dofetilid der hERG-Kanal geblockt, um eine der häufigsten kardialen Nebenwirkungen von Me-

dikamenten zu simulieren. Hatte diese Reaktion eine stabile Phase erreicht, wurden die Gewebe-

schnitte mit 1 µM Rilmakalim behandelt. Rilmakalim öffnet ATP-abhängige Kaliumkanäle und 

imitiert dadurch die Reaktion der Kardiomyozyten auf Sauerstoff- und daraus resultierenden 

ATP-Mangel. Der Verlauf eines Beispiel-Experimentes ist in Abbildung 19 C gezeigt. Es wurde 

kein Unterschied in der Reaktivität auf Rilmakalim festgestellt zwischen den Zellen die mit Dofe-

tilid vorbehandelt waren und denen die nur Rilmakalim ausgesetzt waren (nicht gezeigt). 
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Abbildung 19: Die Wirkung von Rilmakalim im Kulturv erlauf.  A/B: beispielhafte Aktionspotentiale vor und 
nach Behandlung mit Rilmakalim. C: Verlauf des APD90 während eines exemplarischen Experimentes. D: Die Ril-
makalimwirkung auf das APD90 im Kulturverlauf. Die Behandlung mit 1 µM Rilmakalim verursachte im gesamten 
Kulturverlauf eine Reduktion des APD90 auf ca. 15-25 % des ursprünglichen Wertes (D). In A und B sind beispiel-
hafte Aktionspotentiale gezeigt. In C sieht man den Verlauf des APD90 eines Experimentes, in dem zunächst mit 
Dofetilid und danach mit Rilmakalim behandelt wurde. MW±SEM, n=4-8 Versuche unabhängiger Präparationen. 
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Die Reaktion der Kardiomyozyten auf Rilmakalim blieb über den gesamten Kulturverlauf erhal-

ten und die Aktionspotentiallänge wurde stark verkürzt (Abb. 19 A, B und D). Trotz einer leicht 

veränderten Aktionspotentialform wurde das APD90 auch nach 4 Wochen in Kultur noch um un-

gefähr 75 % kürzer.  

 

 

 

 

 

 

 

Nach einer Blockade des hERG-Kanals durch Dofetilid verlängerte sich das APD90 um ungefähr 

50 % (Abb. 20 A). Dieser Effekt blieb über den gesamten Kulturverlauf gleich stark erhalten 

(Abb. 20 D). Die Konzentrationsabhängigkeit des Effektes allerdings änderte sich nach in Kultur 

(Abb. 20 C, akut: EC50 = 230 nM, nach 7 Tagen in Kultur: EC50 = 90 nM). Die Kardiomyozyten 

der kultivierten Gewebeschnitte reagierten deutlich sensitiver auf eine hERG-Blockade als die 

Kardiomyozyten in akut hergestellten Gewebeschnitten. 
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Abbildung 20: HERG-Blockade im Kulturverlauf. A/B: Beispielhafte Aktionspotentiale vor und nach einer Be-
handlung mit Dofetilid. C: Dosisabhängigkeit des Effektes von Dofetilid auf das APD90 akut und nach 7 tagen in 
Kultur. D: Dofetilid-Effekt im Kulturverlauf. Der Effekt von 1 µM Dofetilid auf das Aktionspotential der ventrikulä-
ren Herzgewebeschnitte bleibt über den gesamten Kulturverlauf gleich stark (D, MW±SEM, n=4-8 Versuche unab-
hängiger Präparationen). In A und B sind jeweils Beispiel-Experimente des Anfangs- und Endpunktes der Kultur 
gezeigt. In C sieht man, dass die Gewebeschnitte nach 7 Tagen in Kultur sensitiver auf eine hERG-Blockade reagie-
ren. MW±SEM, n=3-4 Versuche unabhängiger Präparationen. 
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Um die Veränderung der Aktionspotentialform in Kultur näher zu charakterisieren wurde der im 

Ventrikel vor allem für das Plateau verantwortliche Kaliziumstrom ICa,L durch 10 µM Nifedipin 

inhibiert. In den akut hergestellten Gewebeschnitten erzeugte die Blockade eine signifikante Ver-

kürzung des Aktionspotentials (Abb. 21 A und B). Nach 28 Tagen in Kultur hatte dieselbe Be-

handlung nur noch eine geringfügige nicht signifikante Veränderung in der Aktionspotentiallänge 

zur Folge (Abb. 21 B). 
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Abbildung 21: Kaliziumkanal-Blockade akut und in Ku ltur. A: Exemplarische Aktionspotentiale eines akuten 
Gewebeschnitts vor und nach Behandlung mit Nifedipin. B: Statistische Auswertung der Wirkung von Nifedipin 
auf das APD90. Die L-Typ-Kalziumkanäle wurden mit 10 µM Nifedipin blockiert. In den akuten Gewebeschnitten 
hatte das eine signifikante Verkürzung des APD90 zur Folge (A, B), in den kultivierten Gewebeschnitten war dieser 
Effekt nicht mehr vorhanden (B). MW±SEM, n=5 Experimente aus unabhängigen Präparationen je Gruppe. ** 
heißt p < 0,01. 
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5.2.8 Vergleich zwischen explantiertem und Morrow-Gewebe 

 
Die bisher gezeigten Ergebnisse wurden mit endokardialem Gewebe erzielt, das während einer 

Morrow-Myektomie aus dem Patienten entfernt wurde. Allerdings ist die Menge an Gewebe und 

die Häufigkeit der Operationen zu gering, um die entwickelten Methoden auf aufwendigere Fra-

gestellungen anzuwenden. Um die Ausbeute an Gewebeschnitten und die Verfügbarkeit von hu-

manem Herzgewebe zu erhöhen, wurde in Zusammenarbeit mit der Herzchirurgie des Universi-

tätsklinikums Hamburg linksventrikuläres Myokardium aus explantierten Herzen eingesetzt, um 

Gewebeschnitte herzustellen und zu kultivieren. 

 

  

 

 

 

 

Die akuten Gewebeschnitte aus explantiertem Herzgewebe haben in allen Fällen zur Messung von 

funktionellen Zellen geführt, wenn man bestimmte Qualitätskriterien für die Form der Aktionspo-

tentiale zugrunde legt (Ruhemembranpotential < -60 mV und maximale Aufstrichgeschwindigkeit 

> 10 V/s, Abb. 22 B). Ungefähr die Hälfte aller kultivierten Präparate haben nach 4 Wochen noch 

dieselben Qualitätskriterien erfüllt, wie zu Beginn der Kultur. Der Anteil, der 28 Tage überlebt hat 

war für die Gewebeschnitte aus Morrow-Gewebe etwas höher (Abb. 22). 

In Abbildung 23 sind die einzelnen Aktionspotentialparameter im Verlauf der Kultivierung für 

explantiertes Gewebe im Vergleich zum Morrow-Gewebe gezeigt. Außerdem sieht man zwei Bei-

spiele für Aktionspotentiale nach 28 Tagen in Kultur (Abb. 23 A). Initial, direkt nach der Herstel-
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Abbildung 22: Überlebensrate von Gewebeschnitten aus Morrow- und explantiertem Gewebe. Für eine Be-
stimmung der Funktionalität wurde die Form der Aktionspotentiale ausgewertet. War das Ruhemembranpotential 
negativer als -60 mV und die maximale Aufstrichgeschwindigkeit größer als 10 V/s, dann galten die Gewebeschnitte 
als funktional. Sowohl bei explantiertem Gewebe als auch bei Schnitten aus Morrow-Gewebe waren in fast allen 
Fällen akute Messungen möglich, nach Kultivierung enthielten noch zwei Drittel der Schnitte aus Morrow-Gewebe 
(n=9)  und fast die Hälfte der Schnitte aus explantiertem Gewebe (n=7) funktionale Kardiomyozyten. 
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lung der Gewebeschnitte, waren sich die Aktionspotentiale in ihrer Form und den einzelnen Pa-

rametern gleich. Im Kulturverlauf gab es leichte Unterschiede. 
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Abbildung 23: Vergleich von Aktionspotentialparametern der kultivierten Gewebeschnitte aus explantiertem 
Gewebe mit denen aus Morrow-Gewebe. A: Vergleich typischer Aktionspotentialverläufe von kultivierten Herz-
schnitten aus dem Morrow-Gewebe und von explantierten Herzen. Vergleichende Kulturverläufe von Ruhememb-
ranpotential (B), APD20 (C), APD90 (D), Amplitude (E) und Aufstrichgeschwindigkeit (F). Die Aktionspotentialform 
der kultivierten Kardiomyozyten ist weitgehend gleich, wenn man explantiertes und Morrow-Gewebe vergleicht. 
Einen Unterschied gibt es nur in der Plateau-Phase der Aktionspotentiale in der zweiten Phase der Kultur. Der Ver-
lust des Plateaus und damit einhergehend die Erniedrigung des APD20 ist bei den Schnitten aus explantiertem Gewe-
be nicht so stark wie bei den Schnitten aus Morrow-Gewebe. Dargestellt sind die Mittelwerte±SEM der Zellen aus 
n=5-9 unabhängigen Gewebeschnitten pro Zeitpunkt für Morrow-Gewebe und n=2-6 für explantiertes Gewebe.  
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Das Ruhemembranpotential, die Amplitude und das APD90 sind für beide Arten von Gewebe ähn-

lich stabil über den gesamten Kulturzeitraum hinweg (Abb. 23 B, D und E). Die maximale Auf-

strichgeschwindigkeit des Aktionspotentials erscheint bei explantiertem Herzgewebe etwas hete-

rogener im Verlauf der Kultur zu sein als bei Herzschnitten aus Morrow-Gewebe (Abb. 23 F). Ein 

Grund dafür könnte die geringere Anzahl an Präparationen sein, die für das explantierte Gewebe 

in die Statistik mit eingeflossen sind (n=5-9 vs. n=2-6). Ein weiterer Unterschied liegt in der Ver-

änderung des APD20 in der Kultur (Abb. 23 C). Wie zuvor schon beschrieben, verlieren die Akti-

onspotentiale der Kardiomyozyten aus Morrow-Gewebe im Verlauf der Kultur kontinuierlich an 

Plateau, gezeigt am APD20. Bei den Schnitten aus explantiertem Gewebe fiel dieser Parameter 

ebenfalls innerhalb der ersten ein bis zwei Wochen ab, nahm allerdings ab der zweiten Woche 

wieder zu und war nach 4 Wochen in Kultur auf einem deutlich höheren Niveau als bei den 

Schnitten aus Morrow-Gewebe (Abb. 23 C). Diesen Unterschied in der Plateau-Phase sieht man 

verdeutlicht an den beiden dargestellten Aktionspotentialen (Abb. 23 A). 

 

 

 

 

 

 

 

Um die Eigenschaften des explantierten Gewebes mit denen des Morrow-Gewebes weiter zu ver-

gleichen, wurden zunächst die akut hergestellten Gewebeschnitte unter Messung der Aktionspo-

tentiale mit Dofetilid behandelt. Dabei kam es bei einem Drittel der Experimente zu einer Überre-

aktion der Zellen nach hERG-Blockade bei den Schnitten aus explantierten Herzen, während nur 

eine von zwölf Zellen aus Morrow-Gewebe diese Reaktion zeigten (Abb. 24 A). Die Aktionspo-

tentiale verlängerten sich enorm und die Zellen waren nicht mehr mit 1 Hz stimulierbar (Abb. 24 
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Abbildung 24: Überreaktion der Kardiomyozyten auf eine Behandlung mit Dofetilid. A: Anzahl der Proben, die 
auf Dofetilid mit einem extrem langen Aktionspotential reagierten. B: Aktionspotential einer Zelle, die mit flimmer-
haften Nachdepolarisationen auf Dofetilid reagierte. In 2/6 Fällen kam es bei Gewebeschnitten aus explantiertem 
Gewebe dazu, dass sich das Aktionspotential enorm verlängerte, während es bei Schnitten aus Morrow-Gewebe nur 
in einem von 12 Fällen auftrat (A). In B ist ein Beispiel aus explantiertem Gewebe gezeigt. Bei dieser Zelle kam es 
zusätzlich zu einer Bildung von salvenartigen Nachdepolarisationen, die bis zu einer Minute andauern konnten. 
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B). In einem der Fälle kam es dabei zur Bildung von mehreren Nachdepolarisationen, die über 

eine Minute andauerten (Abb. 24 B). 

Diese Reaktion trat nach einer Kultivierung der Schnitte nicht mehr auf, auch bei Gewebeschnit-

ten derselben Gewebeprobe. Die Reaktion auf 1 µM Dofetilid blieb auch bei den Schnitten aus 

explantiertem Gewebe während des gesamten Kulturzeitraums stabil (Abb. 25), war allerdings 

etwas geringer in der Stärke im Vergleich zu Schnitten aus Morrow-Gewebe. Die Reaktion auf 

die Behandlung mit 1 µM Rilmakalim nach Kultivierung war vergleichbar zwischen Schnitten aus 

Morrow-Gewebe und explantiertem Gewebe. 
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Abbildung 25: Vergleich der Reaktion auf Dofetilid und Rilmakalim im Kulturverlauf der Gewebeschnitte aus 
explantiertem und aus Morrow-Gewebe. Dargestellt sind die relativen Veränderung des APD90 nach Dofetilid-
Behandlung (A) und Rilmakalim-Gabe (B) im Kulturverlauf für beide humanen Gewebequellen. Die Reaktion auf 1 
µM Dofetilid war etwas schwächer bei Schnitten aus explantiertem Gewebe, blieb aber ebenso stabil in Kultur wie 
bei Schnitten aus Morrow-Gewebe. Die Reaktion auf 1 µM Rilmakalim verhielt sich ähnlich wie bei den Schnitten 
aus Morrow-Gewebe. Dargestellt sind die Mittelwerte±SEM der Zellen aus n=4-8 unabhängigen Gewebeschnitten 
pro Zeitpunkt für Morrow-Gewebe und n=1-4 für explantiertes Gewebe.  
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5.3 Beeinflussung des humanen Aktionspotentials durch Pentamidin 

 

Pentamidin ist ein Antiprotozoikum, das in der Klinik bei verschiedenen parasitären Infektionen, 

die vor allem bei immungeschwächten Patienten auftreten, eingesetzt wird. Es kann schwere kar-

diale Nebenwirkungen auslösen, beschrieben ist unter anderem das Auftreten von ventrikulären 

Arrhythmien (Owens, 2004). Klinisch findet man bei diesen Patienten eine verlängerte QTc-Zeit 

und eine Erhöhung der Amplitude der U-Welle im EKG (Mani et al., 1993; Owens, 2004). Als 

mögliche Ursache für diese Symptome wurde eine chronische Blockade der Proteinreifung des 

hERG-Kanals beschrieben (Cordes et al., 2005; Kuryshev et al., 2005). 

Um die Wirkung von Pentamidin auf humane Kardiomyozyten im Gewebeverband zu untersu-

chen, wurde die Substanz zunächst kumulativ in drei verschiedenen Konzentrationen auf die Ge-

webeschnitte gegeben und das Aktionspotential gemessen. In Abbildung 26 kann man erkennen, 

dass Pentamidin keinen Effekt auf die Form und Länge des Aktionspotentials nach akuter Be-

handlung hatte. Als Positiv-Kontrolle für eine hERG-Blockade diente dabei Dofetilid, das eine 

signifikante Verlängerung des APD90 zur Folge hatte (Abb. 26 A und B). 

 

 

 

 

 

Wenn man die Herzgewebeschnitte über 7 Tage lang mit 1 µM (n=3) oder 10 µM (n=1) Pentami-

din behandelte, dann kam es in allen Fällen zu einer deutlichen Verlängerung des Aktionspotenti-

als und in 3 von 4 Fällen zu einer Verschiebung des Ruhemembranpotentials in den positiven Be-

reich im Vergleich zur Kontrollgruppe. Außerdem waren die Zellen anfälliger bei mechanischer 
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Abbildung 26: Wirkung von Pentamidin auf das humane Aktionspotential. In A sind Aktionspotentiale eines 
exemplarischen Experimentes mit akuter Pentamidin-Behandlung und nachfolgender Dofetilid-Gabe gezeigt. B: 
statistische Auswertung des APD90. Die Behandlung mit drei verschiedenen Konzentrationen Pentamidin hatte kei-
nen Effekt auf die Aktionspotentialform (A) und das APD90 blieb unbeeinflusst Reaktion (B). MW±SEM, n=3 Ver-
suche aus unabhängigen Gewebeschnitten  
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Stimulation, in 3 von 4 Fällen kam es nach dem Eindringen der Messpipette in die Zelle zu Spon-

tanaktivitäten (Abb. 27 A). Die Aktionspotentiale waren in 2 von 4 Fällen so lang, dass man nur 

mit einer Frequenz von 0,1 Hz stimulieren konnte und dann zusätzlich frühe und späte Nachdepo-

larisationen auslöste (Abb. 27 B). 

 

 

 

 

 

 

Um eine Wirkung von Pentamidin auf die Expression relevanter Ionenkanäle zu untersuchen, 

wurden die mRNA-Mengen von Kir2.1 und hERG nach Behandlung mit Pentamidin untersucht. 

Sowohl 1 µM (n=3) als auch 10 µM (n=2) hatten keine Wirkung auf die Expression von Kir2.1 

(Abb. 28 A). Die hERG-Expression scheint nach einer Behandlung mit 10 µM etwas zu steigen, 

allerdings reichen die Versuchszahlen noch nicht aus, um eine statistisch gesicherte Aussage tref-

fen zu können (Abb. 28 B). 
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Abbildung 27: Wirkung von Pentamidin auf das humane Aktionspotential nach 7 Tagen in Kultur. A: Auf-
zeichnung spontan aufgetretener Aktionspotentiale eines mit Pentamidin behandelten Schnittes. B: Exemplarische 
Aktionspotentiale nach elektrischer Stimulation. Die Behandlung mit 1 µM (n=3), bzw. 10 µM (n=1) Pentamidin 
hatte eine Verlängerung der Aktionspotentiallänge (B), das Auftreten von Spontanaktivität (A) und einen Anstieg des 
Ruhemembranpotentials (B) im Vergleich zu 7 Tage kultivierten Kontrollschnitten zur Folge. In 2 von 4 Fällen traten 
frühe und späte Nachdepolarisationen auf (B). 

Abbildung 28: Wirkung von Pentamidin auf die Expression von Ionenkanälen nach 7 Tagen in Kultur. Darge-
stellt sind die relativen Expressionen der KCNJ2-mRNA (A) und der KCNH2-mRNA (B) nach Behandlung mit 
Pentamidin in Kultur im Vergleich zur Kontrolle. Die Behandlung mit 1 µM (n=3), bzw. 10 µM (n=2) Pentamidin 
hatte keinen Effekt auf die mRNA-Expression von Kir2.1 (A). Nach 10 µM Pentamidin scheint es eine Steigerung der 
hERG-Expression zu geben. 
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6 Diskussion 

 

Herz-Kreislauferkrankungen sind die weltweit häufigste tödlich verlaufende Erkrankung, der 

Herzinfarkt aufgrund ischämischer Attacken und Arrhythmien zumeist die letztendliche Todesur-

sache (WHO, 2008). Neue Substanzen werden entwickelt, um diese Erkrankungen zu therapieren, 

und bevor diese am Menschen erprobt werden können, muss eine möglichst gute Vorhersage über 

die Effekte auf den menschlichen Organismus gemacht werden können. 

Um relevante Aussagen über die Wirkung einer Substanz auf das menschliche Herz zu treffen, 

werden neue Modelle benötigt, die die Vorteile der bisher vorhandenen Systeme in sich vereinen. 

Kardiomyozyten exprimieren je nach Differenzierungsgrad und abhängig von der Spezies ver-

schiedene Ionenkanal-Untereinheiten, deshalb spiegeln nur wenige Modelle die Zellaktivität im 

Menschen wider (Kääb et al., 2003; Barandi et al., 2010; Glukhov et al., 2010). Akut isolierte 

Herzzellen aus dem Menschen haben zwar die richtige Ionenkanalausstattung, die Interaktion mit 

benachbarten Zellen und der extrazellulären Matrix geht allerdings verloren (Thum et al., 2000; 

Kohl et al., 2005). Außerdem werden diese Zellen mit spaltenden Enzymen behandelt, eine Pro-

zedur die auch zur Schädigung der Membraneigenschaften führen kann (Cerbai et al., 2000). Ein 

dritter Nachteil aktueller Modellsysteme ist die fehlende Möglichkeit, die Wirkung von Medika-

menten über einen chronischen Zeitraum zu betrachten. Ein relevantes in vitro Modellsystem soll-

te dementsprechend eine dem adulten humanen Myokard ähnliche Ionenkanalausstattung haben, 

in einem multizellulären Verband eingebettet sein und zusätzlich Langzeituntersuchungen ermög-

lichen. 

  

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass funktionelle Gewebeschnitte aus dem 

adulten humanen Endokard hergestellt wurden, deren elektrophysiologische Aktivität über einen 

Zeitraum von bis zu 4 Wochen weitgehend erhalten werden konnte. Diese organotypischen Herz-

schnitte stellen ein ideales Modellsystem dar, um chronische Effekte von Medikamenten auf die 

elektrophysiologischen Eigenschaften des humanen Myokards zu untersuchen. 
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6.1  Akute Gewebeschnitte 

 

Die Herstellung der Gewebeschnitte 

 

Die Herstellung von dünnen Schnittpräparaten ist für verschiedene Gewebe schon einige Jahr-

zehnte etabliert und wird hauptsächlich für Toxizitätsstudien an der Leber und pathophysiologi-

schen und pharmakologischen Untersuchungen am zentralen Nervensystem verwendet (Parrish et 

al., 1995; Gähwiler et al., 2001; Vickers et al., 2004; Hajos et al., 2009). Akute Gewebeschnitte 

aus dem Herzen wurden für kleine Säuger erst in den letzten Jahren endgültig etabliert, nachdem 

es bereits Anfang der 90er einen Versuch gab, Ventrikelschnitte aus der Ratte elektrophysiolo-

gisch zu beschreiben (Burnashev et al., 1990; Pillekamp et al., 2005; Halbach et al., 2006; Bussek 

et al., 2009). Humane Gewebeschnitte wurden bisher zwar hergestellt, aber elektrophysiologisch 

nur partiell beschrieben (Götte et al., 2008; Bussek et al., 2009; Habeler et al., 2009a).  

 

Bei der Präparation von akut isoliertem Herzgewebe muss man spezielle Eigenschaften der Kar-

diomyozyten berücksichtigen. Durch das Zerstören der Zellen während der mechanischen Isolati-

on kommt es zu einer Steigerung der intrazellulären Kalziumkonzentration und zu einer Kontrak-

tion der angrenzenden Zellen. Ein Großteil der Zellen wird dadurch irreversibel geschädigt, so-

dass die Aktivität des Gewebes stark eingeschränkt ist. Um diese Nachwirkungen zu vermeiden 

wurden spezielle Schutzmaßnahmen angewendet. Zunächst wurde die Präparation in kalter Lö-

sung durchgeführt, sodass eventuelle Schädigungsreaktionen verlangsamt wurden. Dann wurde 

dem Schneidepuffer 2,3-Butandion Monoxim (BDM) zugesetzt, eine Substanz die verhindert, 

dass sich die Kardiomyozyten zusammenziehen und ihren kontraktilen Apparat irreversibel schä-

digen, indem unter anderem die ATPase-Aktivität des Myosins inhibiert wird (Mulieri et al., 

1989; Sellin et al., 1994; Zhou et al., 2000; Pillekamp et al., 2005). Diese Schutzmaßnahmen wur-

den bereits erfolgreich für die Herstellung akuter Gewebeschnitte aus dem neonatalen und adul-

tem Mäuseventrikel verwendet (Pillekamp et al., 2005 und 2007; Halbach et al., 2007). Außerdem 

wird BDM für optische Untersuchungen an elektrophysiologisch aktiven Gewebemodellen be-

nutzt (Caldwell et al., 2005; Kong et al., 2007).  

Um das Überladen der Zellen mit Kalzium zu vermeiden, wurde die Kalziumkonzentration auf 

0,9 mM reduziert. Für die Isolation von Einzelzellen gibt es Protokolle, in denen das Kalzium 

komplett entzogen wird, und auch Pillekamp und Kollegen stellten auf diese Weise Herzschnitte 

her (Piper et al., 1992; Pillekamp et al., 2005). Allerdings hatte eine kalziumfreie Präparation in 
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unseren Experimenten eine schlechtere Funktionalität der Gewebeschnitte zur Folge (Abb. 5). 

Letztendlich wurde das Gewebe für das Schneiden in Agarose eingebettet, um ein Zerreißen wäh-

rend des Schneidens zu vermeiden. Zusammen mit den anderen protektiven Maßnahmen führte 

diese Art der Präparation dazu, dass nur 1-2 Zellschichten im jeweiligen Randbereich geschädigt 

wurden und das Zentrum des Gewebeschnitts vital blieb.  

 

 

Speziesunterschiede 

 

Herzzellen unterschiedlicher Herkunft haben unterschiedliche elektrophysiologische Eigenschaf-

ten. Angepasst sind sie auf die Größe des Organismus, sein Geschlecht und sein Alter, die Fre-

quenz des Herzschlags und die generelle metabolische Aktivität, sowie die Lokalisation innerhalb 

des Herzens (Antzelevitch et al., 2001; Lu et al. 2005; Nerbonne et al., 2005; Waldeyer et al., 

2009).  

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass man aus den Herzen verschiedener Spezies funktio-

nell aktive Gewebeschnitte herstellen kann (Abb. 7). Anhand der aufgenommenen Aktionspoten-

tiale kann man die Unterschiede zwischen den Spezies in der ventrikulären Aktivität erkennen. 

Kleine Nagetiere wie Ratte und Maus haben deutlich kürzere Aktionspotentiale und eine Form, 

die stark von einer schnellen Repolarisation geprägt ist. Humane und auch Ventrikelzellen großer 

Säugetiere haben eine ausgeprägte Plateau-Phase, die zu einem langen Aktionspotential und einer 

zunächst langsamen Repolarisation führt. In Amplitude, Aufstrichgeschwindigkeit und Ruhe-

membranpotential scheint es keine bedeutenden Unterschiede zwischen den Spezies zu geben. 

Der Grund für die verschiedenen Aktionspotentialformen ist in der unterschiedlichen Aktivität 

und Expression von Ionenkanälen zu finden. Es gibt Untersuchungen, die zeigen, dass sowohl 

Kalziumkanäle als auch Kaliumkanäle speziesabhängig aktiv sind (Varro et al., 1993; Wang et al., 

1996; Tanaka et al., 2009). In der Maus und auch in der Ratte ist der Ito-Strom stark ausgeprägt, 

der für die schnelle erste Repolarisationsphase verantwortlich ist, im humanen Endokard scheint 

dieser Strom nur eine untergeordnete Rolle zu spielen (Rosati et al., 2001; Patel et al., 2005). Die 

Unterschiede in der Plateau-Phase sind zusätzlich durch die zugrundeliegenden Kalzium-Ströme 

zu erklären. Sowohl die L-Typ Kalzium-Kanäle als auch der Natrium-Kalzium-Austauscher 

(NCX) scheinen speziesspezifische Unterschiede in der Aktivität zu haben (Tanaka et al., 2009). 

Der IKr-Strom scheint in der adulten Maus keine Rolle zu spielen, ist aber im Menschen ein wich-

tiger Faktor der ventrikulären Repolarisation (Wang et al., 1996; Redfern et al., 2003). 

Da die angesprochenen Ionenströme teilweise frequenzabhängig aktiv sind, konnte man auch in 

diesem Zusammenhang Differenzen in den Gewebeschnitten erkennen (Abb. 8). Das humane Ak-
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tionspotential verkürzt sich, wenn man schneller stimuliert, zeigt aber sonst keine Unterschiede in 

der Aktionspotentialform. Bei der Maus konnte man zusätzlich zu einer Verkürzung bei hohen 

Frequenzen eine Verlängerung in der ersten Repolarisationsphase erkennen. Dies könnte an einem 

veränderten Ito-Strom bei kürzeren Abständen liegen, wie Patel und Kollegen mutmaßten (Patel et 

al., 2005).  

Ein weiterer Unterschied zwischen den Spezies wurde kürzlich in einer Studie dargestellt, in der 

der Zeitverlauf eines Myokardinfarkts in verschiedenen Spezies untersucht wurde (Hedström et 

al., 2009). Darin konnte gezeigt werden, dass der Zeitverlauf einer Infarkt-Progression im Men-

schen signifikant langsamer ist als im Schwein, in der Ratte und im Hund. Diese Ergebnisse zei-

gen zusätzlich zu den elektrophysiologischen Unterschieden, dass man bei der Betrachtung von 

molekularen und zellulären Mechanismen die Ungleichheiten zwischen den Spezies unbedingt 

berücksichtigen muss.  

Diese Unterschiede in den Ionankanalfunktionen zeigen, dass für klinisch relevante pharmakolo-

gische Untersuchungen Präparate benötigt werden, die das menschliche Myokard in seinen we-

sentlichen Eigenschaften widerspiegeln.  

 

 

Geschlechtsunterschiede 

 

Neben den Speziesunterschieden konnten Geschlechtsunterschiede für die Aktionspotentiale in 

den Kardiomyozyten des Morrow-Gewebes festgestellt werden (Abb. 13). Die Aktionspotentiale 

der weiblichen Patienten waren signifikant länger als die der männlichen. Dies könnte durch ge-

schlechtsspezifische Expressionsmuster der Ionenkanäle und –Austauscher erklärt werden, die 

kürzlich in den Ventrikelwänden von nicht pathologischen Spenderherzen beschrieben wurden 

(Gaborit et al., 2010). So waren sowohl der hERG-Kanal als auch der für den langsamen Anteil 

am Ito-Strom verantwortliche Kv1.4 und der an dem repolarisierenden IKs-Strom beteiligten minK-

Kanal in weiblichem endokardialem linkem Ventrikel weniger stark exprimiert als in männlichem 

Gewebe. In Kardiomyozyten aus dem Meerschwein und dem Kaninchen konnten sowohl geringe-

re IK1- als auch geringere IKr-Ströme für weibliche Zellen nachgewiesen werden (Liu et al., 1998; 

James et al., 2004 und 2007). 

Diese Unterschiede kommen möglicherweise durch unterschiedliche Effekte der Geschlechtshor-

mone auf die Kardiomyozyten zustande. Präpubertär findet man keine Unterschiede zwischen 

weiblichen und männlichen Kardiomyozyten, nach der Geschlechtsreife kann man eine Verkür-

zung der QTc-Zeit in Männern beobachten (Rautaharju et al., 1992). Über die Regulation der 

Transkription konnten Effekte von Testosteron auf den L-Typ und den T-Typ Kalziumkanal, so-
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wie auf die Kaliumkanäle Kv4.3 und Kir2.1 beschrieben werden (Michels et al., 2006; Fülöp et al., 

2006; Er et al., 2007). Akute Effekte auf verschiedene Kalzium- und Kaliumkanäle konnten so-

wohl für Testosteron als auch für Östrogen in Kardiomyozyten der Ratte und des Meerschwein-

chens gezeigt werden (Tanabe et al., 1999; Nakajima et al., 1999; Bai et al., 2005; Kurokawa et 

al., 2008). Diese Unterschiede in der Ionenkanal-Aktivität und -Expression zwischen Männern 

und Frauen führen zu einer erhöhten Anfälligkeit von Frauen für eine sogenannte Torsade de 

Pointes-Arrhythmie und ein verstärktes Ansprechen auf IKr-blockierende Substanzen (Makkar et 

al., 1993; Ebert et al., 1998; Priori et al., 2003). In unserem Modell konnte zwar die Verlängerung 

der Aktionspotentialdauer, aber keine unterschiedlicher Reaktion auf hERG-Inhibition gezeigt 

werden. Das liegt möglicherweise an der Lokalisation des untersuchten Gewebes, da Endokard 

anders auf QTc-Zeit-verlängernde Substanzen reagiert als die Mittelschicht des linken Ventrikels 

und das Epikard (Wu et al., 2005; Antzelevitch, 2007), außerdem sind die Geschlechtsunterschie-

de in der Ionenkanalexpression in humanem Ventrikel auch abhängig davon, welchen Myokard-

Bereich man untersucht (Gaborit et al., 2010). Allerdings war die Zahl der Experimente an den 

Gewebeschnitten zu gering, um eine definitive Aussage zu treffen.  

 

 

Pharmakologische Untersuchungen 

 

Neben den physiologischen Einflüssen auf das Herzgewebe war es Ziel dieser Arbeit, die Eignung 

der Gewebeschnitte für potentielle Medikamentenstudien zu untersuchen. Zunächst wurden Anti-

arrhythmika verschiedener Klassen getestet. Das Klasse-IB-Antiarrhythmikum Lidocain führte zu 

einer Verlangsamung der Erregungsleitung zwischen Stimulations- und Ableitungs-Elektrode 

sowie zu einer Erniedrigung der maximalen Aufstrichgeschwindigkeit des Aktionspotentials 

(Abb. 12). Beide Effekte kann man durch eine Blockade von spannungsabhängigen Natriumkanä-

len erklären, da die Natriumkanäle im Herzen im Wesentlichen für die Reizentstehung und die 

schnelle Depolarisation in der Anfangsphase des Aktionspotentials zuständig sind (Abriel et al., 

2010).  

Die antiarrhythmische Wirkung von Klasse-III-Antiarrhythmika beruht darauf, dass Kaliumkanäle 

inhibiert werden, die in der Repolarisationsphase aktiv sind. Dadurch kommt es zu einer Verlän-

gerung des Aktionspotentials und einer damit verbundenen Erhöhung der Refraktärzeit. In den 

vorgestellten Experimenten wurde Dofetilid verwendet, das bei Vorhofflimmern in den USA als 

Medikament zugelassen ist und über eine Blockade des hERG-Kanals wirkt (Burashnikov et al., 

2010). Dofetilid führte bei unseren Messungen konzentrationsabhängig zu einer deutlichen Ver-

längerung des Aktionspotentials in den Ventrikelschnitten (Abb. 9). Diese Reaktion wurde durch 
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eine Erniedrigung der Stimulationsfrequenz noch potenziert, ein Effekt der als „reverse use-

dependence“ beschrieben wird (Hondeghem et al., 1990; Jurkiewicz et al., 1993; So et al., 2006) 

und möglicherweise darauf zurückzuführen ist, dass eine langsame Aktivierung und Deaktivie-

rung des IKs-Stroms die Wirkung einer hERG-Blockade frequenzabhängig beeinflusst (So et al., 

2006; Tsujimae et al., 2007). Bei einer Stimulationsfrequenz von 0,1 Hz entstanden in den Gewe-

beschnitten zum Teil frühe Nachdepolarisationen („early afterdepolarisations“, EADs). Diese 

können im Herzen zu tödlich verlaufenden ventrikulären Tachykardien führen und sind der Grund 

für das proarrhythmische Potential der Klasse-III-Arrhythmika. Für Dofetilid wurden in verschie-

denen in vitro-Modellen das Auftreten von EADs und Torsade de Pointes-Arrhythmien beschrie-

ben (Barrett et al., 2001; Farkas et al., 2010; Wu et al., 2005). Eine erhöhte Inzidenz an dem dar-

auf folgenden Kammerflimmern während einer Behandlung mit Dofetilid wurde auch an Patien-

ten festgestellt (Torp-Pedersen et al., 1999; Køber et al., 2000). Aufgrund dieser Nebenwirkungen 

ist Dofetilid in den meisten Ländern nicht als Antiarrhythmikum zugelassen und darf in den USA 

nur unter ständiger EKG-Überwachung gegeben werden (Friedman et al., 2006). 

 

Eine weitere Klasse der Antiarrhythmika sind die Kalzium-Antagonisten (Klasse II nach Vaug-

han-Williams, 1992). In den beschriebenen Versuchen wurde Nifedipin als Blocker der L-Typ-

Kalziumkanäle eingesetzt (Triggle, 2006). Nifedipin führt über einen reduzierten Einstrom von 

Kalziumionen aus dem extrazellulären Raum in das Zytosol zu einer verkürzten Plateauphase des 

Aktionspotentials und dadurch einer Verkürzung des Aktionspotentials, was sich auch in unseren 

Experimenten zeigte (Abb. 21). Nifedipin wird hauptsächlich als Antihypertensivum eingesetzt, 

da es durch einen verminderten Kalziumspiegel in den Endothelzellen zu einer gefäßerweiternden 

Wirkung führt (Karow et al., 2007).   

Eine Stimulation der β-adrenergen Rezeptoren in den Ventrikelzellen des Menschen führte zu 

einer Erhöhung der Plateauphase, aber nicht zu einer Veränderung der Aktionspotentialdauer in 

akuten Gewebeschnitten (Abb. 11). Dieser Effekt ist darauf zurückzuführen, dass eine Aktivie-

rung der β-adrenergen Rezeptoren über G-Proteine zu einer Erhöhung des cAMP-Spiegels in der 

Zelle und über die darauffolgende Aktivierung der Proteinkinase A zu einer Phosphorylierung des 

L-Typ Kalziumkanals führt, wodurch die Amplitude des Kalzium-Stroms steigt (Redpath et al., 

2006; Workman, 2010). Eine Gegenregulation im Hinblick auf die Aktionspotentialdauer entsteht 

durch eine Erhöhung sowohl des IKs- als auch des IKr-Stroms, wodurch sich die Aktionspotential-

dauer effektiv nicht ändert (Heath at al., 2000; Volders et al., 2003). Eine α-adrenerge Stimulation 

dagegen führte in den Gewebeschnitten zu keiner Veränderung in der Form des Aktionspotentials. 

Burashnikov und Kollegen untersuchten Effekte von Phenylephrin, einem α-adrenergen Ago-

nisten, auf verschiedene Zelltypen des linken Hundeventrikels und stellten fest, dass die Wirkung 
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stark von der Lokalisation der Zellen abhängig ist und Phenylephrin auf epi- und endokardiale nur 

kleine Effekte hatte (Burashnikov et al., 1999). Da die Gewebeschnitte aus dem humanen Endo-

kard stammen, konnten diese Ergebnisse bestätigt werden. 

 

Ein weiterer wichtiger Mechanismus im Herzen betrifft die Reaktion der Kardiomyozyten auf 

Energiemangel. Sind nicht genügend Nährstoffe in der Zelle vorhanden, oder liegt zu wenig Sau-

erstoff vor, dann sinkt der ATP-Spiegel im Zellinneren rapide ab und ATP-abhängige Kaliumka-

näle werden geöffnet (Noma, 1983; Gögelein at al. 1999; Flagg et al., 2010). Diese Ionenkanäle 

sind bei hohen ATP-Konzentrationen geschlossen und bestehen aus 4 porenbildenden und 4 regu-

latorischen Untereinheiten (Mannhold, 2004). In den ventrikulären Kardiomyozyten sind das 

hauptsächlich Kir6.2- und SUR2A-Proteine, wobei auch Kir6.1-Ströme und SUR1- sowie SUR2B-

mRNA im Ventrikel nachgewiesen wurden (Inagaki et al, 1995 und 1996; Yokoshiki et al., 1999). 

Die Öffnung der ATP-abhängigen Kaliumkanäle hat eine Verkürzung des Aktionspotentials zur 

Folge, woraufhin die Kontraktilität der Zellen nachlässt, weil verhindert wird, dass sich die Zellen 

mit Kalzium beladen (Zingman et al., 2007). Auf diese Weise wird einem kompletten Verlust der 

kardialen Funktionalität auch unter energiearmen Bedingungen vorgebeugt und ein Gleichgewicht 

zwischen Energie-Angebot und -Bedarf aufrecht erhalten. Außerdem scheinen diese Kanäle ent-

scheidend an dem Phänomen der ischämischen und pharmakologischen Präkonditionierung betei-

ligt zu sein (Suzuki et al., 2002; Gumina et al., 2003). 

Um diese Mechanismen an den humanen Gewebeschnitten zu simulieren, wurden die Zellen mit 

Rilmakalim behandelt, einer Substanz die zu einer Öffnung der ATP-abhängigen Kaliumkanäle in 

den Kardiomyozyten führt (Linz, 1992; Riccioppo Neto, 1997; Mannhold, 2004). Dadurch wur-

den, in Übereinstimmung mit bisherigen Untersuchungen, die Aktionspotentiale deutlich verkürzt 

(Abb. 10). Eine zusätzliche Gabe von HMR1098 führte zu eine partiellen Umkehrung des Effek-

tes und die Aktionspotentialdauer stieg wieder an. HMR1098 ist ein Sulfonylharnstoff, der spezi-

fisch sarkolemmale KATP-Kanäle inhibiert und deshalb nur auf die kardialen ATP-abhängigen 

Kaliumkanäle und weniger potent auf die pankreatischen oder die der glatten Muskelzellen wirkt 

(Gögelein et al. 1998). Die partielle Aufhebung der Verkürzung des Aktionspotentials ausgelöst 

durch Rilmakalim passt zu vorangegangenen Studien, die ähnliche Effekte in Papillarmuskeln des 

Meerschweinchens und in isolierten humanen Kardiomyozyten zeigen konnten (Gögelein et al., 

1998; Kääb et al., 2003). Die nicht komplette Inhibierung der KATP-Kanäle durch Sulfonyl-

harnstoffe, bzw. HMR1098 könnte darauf zurückzuführen sein, dass diese Substanzen partiell ihre 

Potenz gegenüber Kanälen verlieren, die durch metabolische Inhibierung aktiviert wurden (Krau-

se et al., 1995; Findlay, 1993).  
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Durch unsere Experimente konnte zum ersten Mal eine Wirkung von HMR1098 auf die ATP-

abhängigen Kaliumkanäle im multizellulären ventrikulären Präparat des Menschen gezeigt wer-

den. Eine Blockade der kardialen KATP-Kanäle mit HMR1098 könnte die starke Inhomogenität 

der Refraktärzeiten zwischen ischämischen und nicht-ischämischen Gewebe herabsetzen, die all-

gemein als ein Substrat für ventrikuläre Arrhythmien im Falle eines Herzinfarkts angesehen wird 

(Luqman et al., 2007). Durch die Spezifität von HMR1098 könnte eine Nebenwirkung auf die 

KATP-Kanäle anderer Gewebe verhindert werden. 

 

 

Vergleich mit anderen Modellen 

 

Es gibt bereits multizelluläre Modelle aus humanem Ventrikel, diese sind aber aufwendig in der 

Präparation (Glukhov et al., 2010) oder man kann nur ein einziges Experiment aus einem Präparat 

durchführen (Mulieri at al., 1989; Barandi et al., 2010). Aus einem Morrow-Gewebestück kann 

man bis zu 20 Schnitte anfertigen und dadurch die Ausbeute an potentiell möglichen Experimen-

ten deutlich erhöhen. Außerdem ist die Versorgung des 300 µm dicken Gewebes im Organbad 

stabiler und einfacher in der Handhabung als bei einer ventrikulären „Wedge“-Präparation, bzw. 

isoliertem Papillarmuskel (Glukhov et al., 2010; Barandi et al., 2010). Eine Modellierung der 

Sauerstoffdiffusion für aktive Muskelpräparate zeigte, dass der Radius der Papillarmuskeln der 

Ratte und der Maus, abhängig von der Kontraktionsfrequenz, in vielen Studien dicker ist, als die 

Sauerstoffdiffusionsstrecke (Barclay, 2005). Bei einer Frequenz von 4 Hz und 35 °C im Organbad 

liegt die maximale Diffusionsstrecke für Sauerstoff bei unter 400 µm. Für humane Präparate wur-

den diese Berechnungen nicht durchgeführt, allerdings kann man von einem ähnlichen Zusam-

menhang ausgehen. Der Durchmesser der Gewebeschnitte sollte dementsprechend dünn genug 

sein, um die Kardiomyozyten mit Sauerstoff zu versorgen, bei dickeren Papillarmuskelpräparatio-

nen, die diese Grenze deutlich überschreiten können, könnte die Sauerstoffversorgung allerdings 

problematisch werden (Mulieri et al., 1989; Barclay, 2005). 

 

Zusammenfassend sind die akut hergestellten, ventrikulären humanen Myokardschnitte ein ideales 

Modell, um die Wirkungen von Antiarrhythmika und die kardialen Nebenwirkungen von neuen 

Substanzen am relevanten Gewebe zu untersuchen. In der Medikamentenentwicklung würden sie 

sich für die Sicherheitspharmakologie eignen, die eine Wirkung aller neu eingebrachten Wirkstof-

fe auf den hERG-Kanal und die Aktionspotentialdauer vorschreibt (ICHS7B, 2005). Als zweites 

bieten sich die Gewebeschnitte als Alternative zu bisherigen Modellen in der Überprüfung neuer 

Wirkprinzipien und zur Untersuchung pathophysiologischer Einflüsse am humanen Myokard an.  
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6.2  Kultivierte Gewebeschnitte 

 

Vorhandene Langzeitmodelle 

 

Um in präklinischen Modellen Langzeiteffekte von pathophysiologischen Einflüssen oder Medi-

kamenten auf die Funktionalität des Herzens zu untersuchen, verwendet man bisher entweder 

Tiermodelle oder Zellkulturen. Beides sind im Vergleich zum Patienten nur artifizielle Systeme, 

die für die Übertragbarkeit auf den Menschen diverse Nachteile haben (Horrobin, 2003). In den 

letzten Jahren gibt es einige Ansätze, pharmakologische Testsysteme zu entwickeln, die über län-

gere Zeit funktionell aktiv sind. Die Kultivierung von isolierten humanen Kardiomyozyten führte 

trotz optimierter Bedingungen zu einer Dedifferenzierung der Zellen und einem Verlust von herz-

spezifischen Eigenschaften (Banyasz et al., 2008). Habeler und andere haben gezeigt, dass man 

fötale humane Ventrikelschnitte und neonatale Herzschnitte aus der Ratte über 60 Tage in Kultur 

halten kann, wobei diese kontinuierlich spontanaktiv kontrahierten (Habeler et al., 2009a). Neben 

einer Anwendung in der Untersuchung von Stammzelltransplantationen sehen sie auch einen 

möglichen Nutzen in der Medikamentenentwicklung und elektrophysiologischen Beschreibung 

von Substanzwirkungen, haben ihre Präparate elektrophysiologisch bisher jedoch nicht näher cha-

rakterisiert (Habeler et al., 2009a und 2009b). Ein weiterer Ansatz stammt von Hansen und Kolle-

gen, die ein Modell einführten, das auf künstlich hergestelltem Herzgewebe aus neonatalen Herz-

zellen von der Ratte basiert (Hansen et al., 2010). Sie entwickelten eine miniaturisierte Gewebe-

form, die über mehrere Wochen stabil kontrahierte. Andere Gruppen zeigen, dass man aus embry-

onalen und induzierten Stammzellen gewebeartige 3D-Gebilde („Embryoid Bodies“) züchten 

kann, die ein gekoppeltes Herzgewebe-ähnliches Synzytium darstellen und auf pharmakologische 

Beeinflussung von Ionenströmen reagieren (Zwi-Dantsis et al., 2010; Zhang et al., 2009; Reppel 

et al., 2007; Liang et al., 2010). Auch wenn diese Gewebe zum Teil aus humanen Stammzellen 

generiert werden können, haben sie doch deutliche elektrophysiologische Unterschiede im Ver-

gleich zu humanen adulten Kardiomyozyten. Das beruht meist darauf, dass in den gezüchteten 

Gewebeverbänden Zellen unterschiedlicher Differenzierung und unterschiedlicher Ausrichtung zu 

finden sind (Ravens, 2006; Asp et al., 2010). Man kann Kardiomyozyten nachweisen, die undiffe-

renziert sind, welche die einer embryonalen Vorhof- oder Ventrikelzelle ähneln und Zellen, die 

eine Schrittmacherfunktion besitzen (Maltsev et al., 1994; He et al., 2003).  

Bisher ist es noch nicht gelungen, adulte Kardiomyozyten im Gewebeverband über längere Zeit in 

Kultur zu halten, sodass sie elektrophysiologisch aktiv bleiben. 
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Aktionspotentiale in Kultur 

 

Um mit humanen ausdifferenzierten Kardiomyozyten als Testsystem über einen langfristigen 

Zeitraum arbeiten zu können, wurden verschiedene Kulturbedingungen für ventrikuläre Gewebe-

schnitte von Brandenburger getestet und letztendlich auf humanes Gewebe angewendet (Branden-

burger, unveröffentlicht). In der hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Gewe-

beschnitte aus dem humanen Herzen über 4 Wochen kultivierbar waren und die Kardiomyozyten 

in dem Gewebe weiterhin elektrophysiologisch aktiv blieben. Die Form der Aktionspotentiale 

veränderte sich nur geringfügig im Vergleich zu den akut gemessenen Signalen (Abb. 17). Der 

einzig signifikant veränderte Parameter war das APD20, ein Zeichen für das Verschwinden der 

Plateauphase im Lauf des Kulturzeitraums. Für das Plateau im ventrikulären Aktionspotential sind 

im Wesentlichen repolarisierende Kaliumkanäle und L-Typ Kalziumkanäle verantwortlich (Beni-

tah et al., 2010). In Übereinstimmung mit dem Verschwinden des Plateaus nahm auch die Reakti-

on auf den Inhibitor der L-Typ Kalziumkanäle, Nifedipin, nach 28 Tagen in Kultur ab (Abb. 21). 

Allerdings war die veränderte Form nur für die Stimulationsfrequenz von 1 Hz der Fall. Verkürzte 

man kontinuierlich den Abstand zwischen zwei Aktionspotentialen, dann entstand im zweiten 

Aktionspotential eine Plateauphase (Abb. 18). Die Form dieses zweiten Aktionspotentials ent-

sprach in allen Eigenschaften der eines akut gemessenen Aktionspotentials. Trägt man die Akti-

onspotentialdauer, bzw. das APD90, gegen den Abstand zum vorangegangenen Aktionspotential 

auf und stellt das graphisch dar, dann erhält man eine sogenannte elektrische Restitutionskurve 

(ERC, „electrical restitution curve“). Die Steilheit in der Anfangsphase dieser Kurve kann einen 

Hinweis auf die Stabilität und Arrhythmogenität dieses Gewebes geben (Rosenbaum et al., 1991; 

Taggart et al., 2008). Für die akut gemessenen Herzschnitte war die Form dieser Kurve steil bei 

geringem Abstand zum vorherigen Aktionspotential und wurde flacher, als die Abstände größer 

wurden. Insgesamt wurde das Aktionspotential länger, je größer der Abstand zum vorherigen Ak-

tionspotential war. Diese Form der Kurve ist typisch für humanen Ventrikel (Nash et al., 2006), 

veränderte sich aber in Kultur. Die Länge des Aktionspotentials nahm bei kürzer werdenden Ab-

ständen bis ungefähr 500 ms zu und wurde erst dann wieder kürzer und die Kurve verlief im initi-

alen Bereich genauso steil wie bei den akut gemessenen Gewebeschnitten. Diese Ergebnisse zei-

gen, dass die frequenzabhängige Aktivität der Ionenkanäle verändert ist. Da angenommen wird, 

dass diese Abhängigkeit der Aktionspotentialform hauptsächlich auf L-Typ Kalziumströme und 

den Natrium-Kalzium-Austauscher zurückzuführen ist, kann man davon ausgehen, dass die Akti-

vität dieser Ionenströme durch die Kulturbedingungen verändert wurde (Carmeliet, 2006; Eisner 

et al., 2009). Die benutzten intrazellulären Ableitungen lassen jedoch nur eingeschränkte Aussa-



 6. Diskussion  

72 

gen über die Eigenschaften einzelner Ionenströme zu. Zusammen mit den Expressionsdaten konn-

te aber auch durch dieses Ergebnis gezeigt werden, dass die Ionenkanäle auch nach längerer Kul-

tivierung der Zellen vorhanden sind, nur möglicherweise andere Eigenschaften haben.  

Im Vergleich mit bisherigen Veröffentlichungen, die Kardiomyozytenkulturen beschrieben haben 

und diese elektrophysiologisch charakterisierten, ist die elektrische Aktivität der Herzzellen in den 

Gewebeschnitten unserer Untersuchungen noch außerordentlich gut erhalten. Man hat in isolierten 

und kultivierten Kardiomyozyten verschiedene Ionenströme untersucht und fand abhängig von 

den Kulturbedingungen und der verwendeten Spezies weitreichende Regulationen der einzelnen 

Ionenströme und der Aktionspotentialform (Mitcheson et al., 1998). So konnten Effekte auf den 

L-Typ Kalziumkanal  in Vorhofzellen aus dem Menschen und Ventrikelzellen aus dem Kaninchen 

nachgewiesen werden (Mitcheson et al., 1996; Benardeau et al., 1997). Auch einige Kaliumkanäle 

waren in diesen Studien verändert, sobald man die Kardiomyozyten kultiviert hat. Der Ito nimmt 

in allen beschriebenen Versuchen ab (Schackow et al., 1995; Feng et al., 1996; Mitcheson et al., 

1996), die Kaliumströme IKur und IK1 waren nur in einigen Studien verändert (Benardeau et al., 

1997; Mitcheson et al., 1996 und 1998). Ähnlich wie bei den humanen endokardialen Gewebe-

schnitten, haben Benardeau und Kollegen nach 7 Tagen in Kultur bei humanen Vorhofzellen auch 

einen Verlust der Plateauphase feststellen können, allerdings waren diese Zellen schon deutlich 

dedifferenzierter, da das gemessene Ruhemembranpotential der kultivierten Zellen nur noch bei -

30 mV lag und Aktionspotentiale erst ausgelöst werden konnten, nachdem das intrazelluläre Po-

tential auf -80 mV geklemmt wurde (Benardeau et al., 1997). 

Schackow und Kollegen stellten deutlich stabilere elektrophysiologische Eigenschaften der Kar-

diomyozyten fest, wenn man diese in 3D-Alginat-Matrizes einwachsen ließ (Schackow et al., 

1995). Das spricht, zusammen mit dem Befund, dass eine Kokultur mit Fibroblasten dem struktu-

rellen Erhalt der Kardiomyozyten förderlich ist, dafür, dass die Zellen eine Umgebung benötigen, 

die dem physiologischen Zustand ähnlich ist (Nichol et al. 2008). Zusätzlich konnten verschiede-

ne Gruppen zeigen, dass eine elektrische Stimulation während der Kulturdauer („Pacing“), die 

mechanischen und strukturellen Eigenschaften der Herzzellen signifikant verbesserten (Radisic et 

al., 2004; Tandon et al., 2009). Auch die Veränderung der elektrophysiologischen Eigenschaften 

von Kardiomyozyten während der Kultivierung scheint durch kontinuierliche elektrische Stimula-

tion verhinderbar zu sein (Yang et al., 2005; Sathaye et al., 2006). Möglicherweise würde eine 

Erweiterung der Kulturbedingungen mittels elektrischer Stimulation auch die elektrophysiologi-

schen Änderungen in den Kardiomyozyten der Gewebeschnitte rückgängig machen. 
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Expressionen und Struktur 

 

Stabile mRNA-Spiegel in den kultivierten Gewebeschnitten konnten für den L-Typ-

Kalziumkanal, den Natrium-Kalzium-Austauscher, den spannungsabhängigen Natriumkanal 

Nav1.5, die Einwärtsgleichrichter Kir2.1 und Kir6.2, die regulatorische Untereinheit des KATP-

Kanals SUR2A und den schnellen verzögerten Gleichrichter hERG gezeigt werden (Abb. 16). 

Unterschiede in der Kultur gab es für den spannungsabhängigen Kaliumkanal Kv4.3, der in der 

Kultur erhöhte mRNA-Spiegel aufwies und dessen regulatorische Untereinheit, KChiP geringere 

mRNA-Spiegel aufwies. Eine erhöhte Expression des Kv4.3 könnte das häufige Auftreten einer 

ersten schnellen Repolarisationsphase erklären, das nur in kultivierten Gewebeschnitten zu beo-

bachten war, nicht aber bei akuten Messungen. Dieser Kanal ist im humanen Ventrikel hauptsäch-

lich am Ito-Strom beteiligt, der eine solche Formänderung zur Folge hat und im Endokard des 

Menschen nur geringen Anteil an der Gesamt-Repolarisation hat (Rosati et al., 2001; Patel et al., 

2005). 

Neben diesen Veränderungen wurde eine Abnahme der Reizleitungsgeschwindigkeit festgestellt, 

die für die akut gemessenen Gewebeschnitte bei ungefähr 0,35 m/s lag (Abb. 15). Das entspricht 

den Geschwindigkeiten, die in anderen ventrikulären in vitro-Präparationen, auch in humanem 

Ventrikel, gemessen wurden (Bussek et al., 2009; Strom et al., 2010; Glukhov et al., 2010). Nach 

28 Tagen in Kultur nahm diese Geschwindigkeit signifikant ab. Da die Expression des wichtigsten 

Proteins für die ventrikuläre Zellkopplung, Connexin 43, in der mRNA-Expression stabil bleibt 

(Brandenburger, unveröffentlicht) kann man annehmen, dass es strukturelle Veränderungen sind, 

die die interzelluläre Kommunikation verlangsamen. Wie Matthias Brandenburger in seiner Dis-

sertation beschreibt, verändert sich die Struktur der Gewebeschnitte in Kultur deutlich und auch 

die Kontraktilität des Gewebes nimmt stark ab (Brandenburger, unveröffentlicht). Die Integrität 

des Gewebes verändert sich und die Abstände zwischen den Zellen werden größer, außerdem ver-

liert ein großer Anteil der Schnitte die für Kardiomyozyten spezifische Querstreifung, ein Hinweis 

auf eine mögliche Umdifferenzierung. Diese Veränderungen in den Eigenschaften des Gewebes 

könnten die Verlangsamung in der Reizleitung durchaus erklären, wobei hervorzuheben ist, dass 

die Gewebeschnitte auch nach vier Wochen in Kultur ein funktionell aktives Synzytium darstellen 

und deshalb für Fragestellungen an multizelluläre Präparate geeignet sind. 
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Pharmakologische Untersuchungen 

 

Trotz der beschriebenen Veränderungen in den elektrophysiologischen Eigenschaften konnten wir 

feststellen, dass bei den kultivierten Schnitten die Reaktion auf eine Öffnung der ATP-abhängigen 

Kaliumkanäle mit Rilmakalim in gleicher Weise über den gesamten Kulturzeitraum erhalten blieb 

(Abb. 19). Dieses Ergebnis bestätigt die Expressionsdaten, die zeigen dass die mRNA-Spiegel der 

beiden wichtigsten Untereinheiten des kardialen KATP-Kanals stabil blieben. Damit ist das Gewe-

beschnittmodell wahrscheinlich dafür geeignet, lang- und kurzfristige Effekte auf den metaboli-

schen Zustand der Zellen zu untersuchen und auf die elektrophysiologische Funktionalität darzu-

stellen. Man kann beispielsweise die Reaktion auf Nährstoff- und/oder Sauerstoffentzug untersu-

chen und die Reperfusion in der Kultur simulieren. Eine Narbenbildung und ein kardialer Umbau 

ließe sich an den Gewebeschnitten in Kultur ideal untersuchen, da wichtige Veränderungen der 

Kardiomyozyten nach einem Infarkt die elektrophysiologischen Eigenschaften betreffen (Janse, 

2004; Aiba et al., 2010).  

Auch die Expression der wichtigsten Untereinheit des hERG-Kanals blieb in Kultur konstant und 

die vorhandene Aktivität dieses Kanals zeigte sich in der Reaktion auf Dofetilid (Abb. 20). Mit 

einer Konzentration von 1 µM erreichte man die komplette Wirkung und der Effekt auf das Akti-

onspotential blieb gleich über den gesamten Kulturverlauf. Allerdings veränderte sich die Sensiti-

vität der Reaktion. Der EC50 lag bei akut gemessenen Gewebeschnitten deutlich höher als bei 

Gewebeschnitten, die in Kultur waren. Der EC50 nach 7 Tagen in Kultur lag bei 90 nM, ein Wert 

der den bisher für Dofetilid beschriebenen Konzentrationen sehr nahe kommt (Jurkiewicz et al., 

1993; Kiehn et al., 1996; Redfern et al., 2003; Wu et al., 2005). Dass der EC50 für die akuten Ge-

webeschnitte ungefähr dreimal höher liegt, ist möglicherweise darin begründet, dass in dem Ge-

webe Substanzen verblieben sind, die als Medikation im Patienten eine hERG-blockierende Wir-

kung haben. Die Präparation und die initiale Perfusion im Organbad würde nicht zwingend aus-

reichen, um eine solche Restwirkung auszuwaschen, da die hERG-Blockade der meisten Substan-

zen nur sehr langsam reversibel ist (Wu et al., 2005; eigene Beobachtungen). In der Kultur aller-

dings würde sich eine solche Restwirkung durch den täglichen Mediumwechsel und die vergan-

gene Zeitspanne herauswaschen. Um herauszufinden, ob die Sensitivität nach längeren Zeiten in 

Kultur noch stärker steigt, müsste man weitere Dosis-Wirkungs-Experimente an späteren Zeit-

punkten durchführen.  

Mit der beschriebenen Kulturmethode ist es zum ersten Mal gelungen, humane adulte Kardiomy-

ozyten über einen längeren Zeitraum funktionell aktiv zu erhalten. Die elektrophysiologischen 
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Eigenschaften bleiben in den grundlegenden Parametern erhalten und wichtige pharmakologische 

Reaktionen der Zellen sind stabil über den gesamten Kulturzeitraum. 

 

Explantierte Herzen 

 

Da die Verfügbarkeit von humanem ventrikulärem Gewebe für größere Studien nicht ausreicht, 

wenn man nur mit Gewebe aus Morrow-Myektomien arbeitet, wurden zusätzlich Gewebeschnitte 

aus der linken Ventrikelwand explantierter Herzen hergestellt. Trotz der längeren Lagerzeit und 

der größeren Dimension der Gewebsstücke, konnten von jedem Präparat Zellen gemessen werden, 

die in den elektrophysiologischen Eigenschaften den Kardiomyozyten aus dem Morrow-Gewebe 

entsprachen. Im Gegensatz zu dem Gewebe aus Morrow-Myektomien, bei denen man maximal 20 

Schnitte aus einem Präparat herstellen konnte, war es bei explantiertem Gewebe möglich, 100 und 

mehr Ventrikelschnitte an einem Tag herzustellen, wobei diese Zahl bei Verwendung mehrerer 

Vibratome noch zu erhöhen ist. 

Der einzige funktionelle Unterschied zwischen den Gewebeschnitten war die Anfälligkeit für ex-

treme Verlängerungen des Aktionspotentials nach hERG-Blockade. Ein Drittel der getesteten 

Gewebeschnitte aus explantierten Herzen reagierte mit einer Verlängerung über eine Sekunde 

nach Dofetilid-Gabe, wobei es beim Morrow-Gewebe nur 10 % waren (Abb. 24). Erstaunlicher-

weise war dieser Effekt in Kultur nicht wiederholbar, die Präparate, die akut auf die beschriebene 

Weise reagierten, zeigten schon nach einem Tag in Kultur keine abnormen Effekte nach Dofetilid-

Gabe mehr. Die Reaktion der Schnitte aus explantiertem Gewebe spiegelt zum einen die umfas-

sendere Prämedikation der Patienten und zum anderen die proarrhythmische pathologische Situa-

tion des Gewebes wider (Pak et al., 1997; Janse, 2004; Aiba et al., 2010). Allerdings konnte im 

Vergleich zum Morrow-Gewebe keine verlängerte Aktionspotentialdauer festgestellt werden, eine 

Eigenschaft, die typischerweise in geschädigtem Myokard auftritt, wenn man dieses mit Kontroll-

gewebe vergleicht (Pak et al., 1997; Akar et al., 2003). Diese Verlängerung der Aktionspotential-

dauer in humanen Präparationen scheint vor allem das epikardiale Aktionspotential zu betreffen. 

In ventrikulären „Wedge“-Präparationen konnte gezeigt werden, dass der physiologische Gradient 

der Aktionspotentialdauer zwischen epikardialen und endokardialen Aktionspotentialen in ge-

schädigtem linken Ventrikel nicht mehr vorhanden ist (Glukhov et al., 2010). Dieser Effekt steht 

im Gegensatz zu Tiermodellen von geschädigtem Herzen (Akar et al., 2003), bestätigt aber die 

Ergebnisse von Taggart und Kollegen, die einen Verlust der transmuralen Heterogenität der elekt-

rischen Aktivität im Patienten unter ischämischen Bedingungen beschrieben (Taggart et al., 

2001). Das heißt, dass sich die Aktionspotentiallänge nur im epikardialen Bereich entscheidend 

verlängert. Das würde erklären, warum man keine Unterschiede in den elektrophysiologischen 
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Parametern zwischen den Kardiomyozyten aus dem endokardialen Morrow-Gewebe und explan-

tiertem Gewebe messen konnte.  

Die Kultivierung der Gewebeschnitte aus explantierten Herzen war ebenso erfolgreich wie für das 

Morrow-Gewebe (Abb. 23). Die Parameter der Aktionspotentiale blieben stabil in der Kultur und 

die explantierten Gewebeschnitte hatten einen etwas geringeren Verlust der Plateauphase. Die 

Reaktion auf Rilmakalim blieb ebenso konstant über den gesamten Kulturzeitraum, genau wie die 

Reaktion auf Dofetilid (Abb. 25).  

Zusammenfassend bieten die Gewebeschnitte aus dem linken Ventrikel explantierter Herzen eine 

Erhöhung der Verfügbarkeit humaner Proben, sowie ein elektrophysiologisch funktionierendes 

Langzeit-Modell. Als akutes Modell bieten diese Schnitte sich an, um die pathophysiologische 

Situation in den einzelnen Ventrikelschichten zu untersuchen und mögliche arrhythmogene Sub-

strate zu identifizieren. 

 

 

6.3  Kultivierte Gewebeschnitte als sicherheitspharmakologisches Langzeitmodell 

 

Die häufigste kardiale Nebenwirkung von Medikamenten ist die Verlängerung der QTc-Zeit im 

EKG (Redfern et al., 2003). Diese Verlängerung wirkt proarrhythmisch und kann zu tödlich ver-

laufenden Torsade de Pointes-Arrhythmien führen. Dies ist eine Eigenschaft, die viele Antibiotika 

und Antihistaminika sowie psychiatrischen Medikamente besitzen und das führte in den 90er Jah-

ren zur Entfernung mehrerer Medikamente vom Markt (Woosley, 1996; Rampe et al., 1997; 

Glassman et al., 2001). 

Daraufhin bildete sich ein internationales Komitee, das eine Richtlinie zur Sicherheit von neu 

entwickelten Substanzen beschloss. Diese ICHS7B-Richtlinie beschreibt die präklinischen Vor-

aussetzungen für die Zulassung von neuen Medikamenten für Patientenstudien. Es werden sicher-

heitspharmakologische Modelle bewertet, die das Risiko bestimmen sollen, eine Verlängerung der 

QTc-Zeit und eine Torsade de Pointes-Arrhythmie auszulösen. Da die meisten Medikamente mit 

diesen Nebenwirkungen eine direkte Blockade des hERG-Kanals auslösen, werden die neu entwi-

ckelten Substanzen auf ihre inhibitorische Wirkung dieses Kanals untersucht. Für diese Tests 

werden mit hERG-RNA injizierte Xenopus-Oozyten oder transfizierte HEK-Zellen benutzt, bei 

denen die  entstehenden Ströme in Anwesenheit oder Abwesenheit der zu testenden Substanz ge-

messen werden (Redfern et al., 2003; Chen et al., 2005; Wible et al., 2005). Eine chronische Wir-

kung auf das Herzgewebe und die Ionenkanäle wird dabei derzeit jedoch nicht untersucht.  

Eine Störung der hERG-Aktivität hängt nicht zwingenderweise von einer direkten Blockade die-

ses Kanals ab. In den letzten Jahren wurden einige Substanzen beschrieben, die verhindern, dass 
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der hERG-Kanal aus dem endoplasmatischen Retikulum an die Zelloberfläche gelangt und da-

durch nicht aktiv ist, sodass eine Verlängerung der QTc-Zeit ausgelöst wird (Ficker et al., 2004; 

Kuryshev et al., 2005; Wible et al., 2005; Rajamani et al., 2006). Die Wirkung dieser Substanzen 

kann in akuten Testmodellen nicht erfasst werden. Deshalb bieten sich die organotypischen hu-

manen Gewebeschnitte als Modell an, um eine Wirkung von sicherheitspharmakologisch interes-

santen Substanzen über einen chronischen Zeitraum zu messen. Als Beispiel einer solchen Sub-

stanz wurde Pentamidin gewählt. Pentamidin ist ein antimikrobielles Medikament, das beispiels-

weise bei einer Infektion mit Pneumocystis carinii verordnet wird (Schneider et al., 1972; Pearson 

et al., 1985; Lee et al., 2010). Seit mehr als zwei Jahrzehnten wird immer wieder von Patienten 

berichtet, die nach Behandlung mit Pentamidin ventrikuläre Arrhythmien erleiden und viele Pati-

enten zeigen eine verlängerte QTc-Zeit (Owens, 2004). Die molekularen Ursachen für diese klini-

schen Effekte waren bis vor einigen Jahren unbekannt. Die Arbeitsgruppen von Cordes sowie 

Kuryshev und Kollegen konnten unabhängig voneinander zeigen, dass Pentamidin in therapeuti-

schen Konzentrationen den hERG-Kanal nicht inhibiert, aber den Einbau des Proteins in die 

Zellmembran verhindert und dadurch eine Reduktion des hERG-Stroms verursacht (Cordes et al., 

2005; Kuryshev et al., 2005). Dieser Effekt ist möglicherweise mit einer Interaktion des Hitze-

schockproteins 70 oder 90 (Hsp 70/90) verbunden, da diese entscheidend an der Faltung des 

hERG-Kanals beteiligt sind (Ficker et al., 2003). 

Um die Wirkung dieser Substanz in humanem Gewebe zu untersuchen wurden in unseren Unter-

suchungen ventrikuläre Herzschnitte akut und über 7 Tage in Kultur mit Pentamidin behandelt. Es 

stellte sich heraus, dass Pentamidin in drei verschiedenen Konzentrationen akut keine Wirkung 

auf die Aktionspotentialform hatte (Abb. 26). Die Kardiomyozyten in den Gewebeschnitten, die 

mit Pentamidin behandelt wurden, hatten ein positiveres Ruhemembranpotential und ein deutlich 

verlängertes Aktionspotential (Abb. 27). Außerdem zeigten sie Spontanaktivität nach mechani-

scher Stimulation und entwickelten Nachdepolarisationen. Diese Eigenschaften sind stark 

arrhythmogen und bestätigen die klinischen Beobachtungen. Eine Blockade des hERG-Einbaus in 

die Membran erklärt zwar die verlängerte Aktionspotentialdauer, aber nicht das positivere Ruhe-

membranpotential. Möglicherweise ist an diesem Effekt noch ein weiterer Ionenkanal beteiligt. 

De Boer und Kollegen konnten kürzlich zeigen, dass Pentamidin mit intrazellulären Domänen der 

K ir2.x-Kaliumkanäle interagiert (De Boer et al., 2010). Außerdem konnten sie eine signifikante 

Abnahme des IK1-Stroms nach Kultivierung mit Pentamidin beobachten. Dieser Mechanismus 

könnte durchaus für die Zunahme des Ruhemembranpotentials und die damit verbundene pro-

arrhythmische Wirkung verantwortlich sein. Um diese Effekte weiter aufzuklären, müsste man die 

humanen Kardiomyozyten aus den kultivierten Gewebeschnitten isolieren und dann die entspre-
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chenden Ströme messen. Man könnte außerdem verschiedene intrazelluläre Transportwege für 

Membranproteine inhibieren und die Wirkung auf die betroffenen Kanäle untersuchen. 

 

 

6.4  Zusammenfassung und Ausblick 

 

Mit der Etablierung einer Methode zur Herstellung humaner funktioneller Gewebeschnitte ist es 

gelungen, ein alternatives Modell zu bisherigen multizellulären Präparationen aus dem humanen 

Ventrikel mit einer höheren Ausbeute zu generieren.  

 

Man kann die Schnitte in akuten Messungen für die Untersuchung verschiedener pharmakologi-

scher und physiologischer Einflüsse einsetzen. Die Geometrie der Gewebeschnitte ist ideal, um 

als Pseudo-2D-Modell die Einflüsse von inter- und intrazellulären Schnittstellen zu untersuchen 

und in silico-Modellierungen zu überprüfen. Beispielsweise ist die Funktion der Fibroblasten in 

der Erregungsausbreitung im Myokard noch weitgehend ungeklärt, aber dass sie das Synzytium 

der Kardiomyozyten beeinflussen können, konnte bereits gezeigt werden (Camelitti et al., 2004; 

Pedrotty et al., 2009; Yue et al., 2010). Außerdem könnte man mithilfe von funktionellen Farb-

stoffen wie Fura-2 oder di-4-ANEPPS die Heterogenitäten in der ventrikulären Wand von geschä-

digten Herzen untersuchen und dafür explantiertes Gewebe unterschiedlicher Pathogenität ver-

wenden. Solche pathogenen Substrate könnte man auch an den relativ unbeschädigten Gewebe-

schnitten entstehen lassen, indem man ischämische Bedingungen erzeugt oder nur Teile des Ge-

webes irreversibel schädigt, sodass kreisende Erregungen entstehen können. Außerdem kann man 

die verschiedenen Einflüsse untersuchen, die im Endeffekt zu einer Torsade de Pointes-

Arrhythmie führen und dadurch schützende Mechanismen identifizieren. Eine weitere Möglich-

keit, die elektrischen Gewebeeigenschaften in den humanen Herzgewebeschnitten zu untersuchen 

bieten die Mikroelektroden-Arrays (MEAs). Mithilfe einer Anordnung von bis zu 256 Elektroden 

kann man extrazelluläre Feldpotentiale ableiten und dadurch lokale Unterschiede und Reizlei-

tungseigenschaften des ventrikulären Gewebes untersuchen (Meyer et al., 2010). Damit bieten die 

MEAs eine zusätzliche Methodik, mit der man proarrhythmogene Effekte in Herzschnitten unter-

suchen könnte. 

 

Die kultivierten Gewebeschnitte kann man, wie ansatzweise schon gezeigt, für sicherheitsphar-

makologische Fragestellungen verwenden, wenn man chronische Effekte auf die Elektrophysiolo-

gie des humanen Ventrikels untersuchen möchte. Auch hierbei ist gerade das Zusammenspiel ver-
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schiedener Ionenkanäle von entscheidender Bedeutung, etwas, das man mit den derzeit eingesetz-

ten Methoden wie beispielsweise transfizierten Einzelzellkulturen nicht untersuchen kann.  

Eine weitere, bisher nicht vorhandene Möglichkeit ist die Untersuchung bestimmter regulatori-

scher Proteine und ihren Einfluss auf die Ionenkanalaktivität bei pathologischen Veränderungen 

des humanen Myokards. Mittels zellbiologischer und molekularbiologischer Techniken wie die 

Transfektion mit viralen Vektoren oder das Verwenden von siRNA könnte man bestimmte Fakto-

ren hemmen oder aktivieren. Für Gewebeschnitte aus dem Hirn sind solche Methoden bereits er-

folgreich etabliert worden (Hsin et al., 2010; Foster et al., 2010). Ein multizelluläres Modell für 

diese Fragestellungen gab es bisher noch nicht in der kardialen Forschung.  

Mit den organotypischen humanen Ventrikelschnitten wurde eine Plattform geschaffen, die man 

in den verschiedenen Bereichen der kardialen Pharmakologie und Physiologie anwenden kann. 

Zum ersten Mal sind Langzeitstudien an humanem adultem Herzgewebe möglich, und man ist in 

der Lage, elektrophysiologische Einflüsse auf die Kardiomyozyten und ihre Kommunikation mit 

der extrazellulären Umgebung und anderen Zellen zu untersuchen. 
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Abkürzungsverzeichnis 

 

ABCC9    ATP-bindende Kassette, Sub-Familie C Typ 9  

AD/DA-Wandler   Analog-Digital/Digital-Analog-Wandler  

ANOVA    Analyse der Varianz 

AP     Aktionspotential 

APA     Aktionspotentialamplitude 

APD20     Zeitpunkt der 20%igen Repolarisation des Aktionspotentials 

APD90     Zeitpunkt der 90%igen Repolarisation des Aktionspotentials 

AV-Knoten    atrioventrikulärer Knoten 

BDM     2,3-Butandion-Monoxim 

BSA     bovines Serumalbumin 

cAMP     zyklisches Adenosin-Mono-Phosphat 

Cav     spannungsabhängiger Kalziumkanal 

cDNA     komplementäre DNA 

dATP     Desoxy-Adenosin-Tri-Phosphat 

dCTP     Desoxy-Cytosin-Tri-Phosphat 

dGTP     Desoxy-Guanin-Tri-Phosphat 

DMSO     Dimethylsulfoxid  

DNA     Desoxyribonukleinsäure 

dTTP     Desoxy-Thymidin-Tri-Phosphat 

EAD     frühe Nachdepolarisation („early afterdepolarisation“) 

EC50     mittlere effektive Konzentration 

EKG     Elektrokardiogramm 

ERC     elektrische Restitutionskurve 

HE     Hämatoxylin & Eosin 

HEK-Zelllinie    humane embryonale Nieren-(„kidney“)-Zelllinie  

HEPES    4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsäure 

hERG     humanes “ether-a-go-go”-verwandtes (“related”) Genprodukt 

ICa,L     Kalziumstrom des L-Typs 

ICa,T     Kalziumstrom des T-Typs 

ICHS7B    International Conference on Harmonisation of Technical  

     Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human 

     Use, Richtlinie S7B 



 8. Anhang   
 

98 

IK     repolarisierender Kaliumstrom 

IKATP     ATP-abhängiger Kaliumstrom 

IKr     schnell („rapid“) aktivierende Komponente des IK  

IKs     langsam („slow“) aktivierende Komponente des IK  

IKur     sehr schnell („ultra-rapid“) aktivierende Komponente des IK  

INa     Natriumstrom 

Ito     transienter Auswärts-(„outward“)-Kaliumstrom 

ITS     Insulin/Transferrin/Selen 

KChiP     Kv-Kanal (“Channel”) interagierendes Protein 

K ir     einwärtsgleichgerichteter („inward rectifier“) Kaliumkanal 

Kv     spannungsabhängiger Kaliumkanal 

M199     Medium 199 

max. dV/dt    maximale Aufstrichgeschwindigkeit des Aktionspotentials 

MEA     Mikroelektroden-Array 

mRNA     messenger RNA 

MTT     3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid 

NADH     reduzierte Form des Nicotinsäureamid-Adenin-Dinukleotids 

Nav     spannungsabhängiger Natriumkanal 

NCX     Natrium-Kalzium-Austauscher 

pH     potentium hydrogenii 

PI     Propidiumiodid 

qPCR     quantitative PCR 

QTc-Zeit    auf die Schlagfrequenz korrigierte Zeit zwischen Q-Zacke  

     und T-Welle im EKG 

RMP     Ruhemembranpotential 

RNA     Ribonukleinsäure 

RT-PCR    reverse Transkriptions Polymerase-Kettenreaktion 

SERCA    sarko-/endoplasmatische Retikulum Kalzium-ATPase 

siRNA     kleine eingreifende („small interfering“) RNA 

SUR2A    Sulfonylharnstoffrezeptor Typ 2A 

TdP     Torsade des Pointes 

UV     ultraviolett 

WHO     Weltgesundheitsorganisation 
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