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Die operative Korrektur  komplizierter Herzfehler maeht  es in vielen Fgllen 
notwendig, das Herz bis zu 2 Std v511ig stillzulegen. Es is~ dabei yon lebens- 
wichtiger Bedeutung, die Dauer einer Iseh~mie zeitlieh so zu begrenzen, dal3 noch 
keine wesentliehen irreversiblen Funktionsausfglle am Herzmuskel auftreten. 
Nur in diesem Falle kann nach Beendigung der Iseh~Lmie aueh mit  einer rasehen 
Wiederkehr aller Funktionen gereehnet werden. 

Seit den Untersuehungen BfrcI~sEl~s und seiner Mitarbeiter fiber die Coronar- 
insuffizienz wissen wir, welehe irreversiblen Sch/~den am Herzmuskel naeh einem 
akuten oder ehronisehen Sauerstoffmangel entstehen k6nnen. Am ischiimisch 
stillgelegten Herzen fanden HIBBS et al. ; L 6 ~ ,  MEs~ss~ und P o c ~  ; H6LSC~E~, 
JUST und MEI~KEIr H6LSCHEI~ sowie POCHE und OHm elektronenmikroskopisch 
nachweisbare Veri~nderungen vor ahem an der Mitochondrienstrnktur in Form 
yon Schwellung und gleichzeitigem Verlust der Innenstruktur .  Die Enzyme 
der Atmungskettenphosphorylierung sind in der Struktnr der Mitoehondrien 
lest verankert ;  nnter aeroben Bedingungen gewinnt der Herzmuskel auf dem 
Wege fiber dieses Multienzymsystem seine Energie in Form yon ATP. Darum 
toni3 damit  gerechnet werden, daI~ die beobachtete Sch~digung der mitochon- 
drialen Struktur  gleichzeit anch diese lebensnotwendigen enzymatisehen Vorg~nge 
in Mitleidenschaft zieht. Die Entwicklung en~sprechender Methoden zur Isolie- 
rung von Zellpartikeln aus den Geweben gibt uns heute die MSglichkeit, Mito- 
chondrien aus dem Herzmuskel ffir Stoffwechseluntersuchungen zu gewinnen, 
so dal3 eine Untersuchung der Beziehung zwischen ihrer Ultras t ruktur  und 
Funktion durehgeffihrt werden kann. 

Wir haben durch elektronenmikroskopische Untersuchungen der Iterzmuskel- 
s truktur sowie dureh biochemische Analyse einiger mitochondrialer Funktionen 
(Elektronentransport dutch die Atmungsket te  und oxydative Phosphorylierung) 
im Verlaufe einer komplet ten Isehgmie des IIerzmuskels geprfift, fiber welchen 
Zeitraum eine solche Belastung ohne morphologische oder funktionelle Sch~den 
des mi~ochondrialen Systems toleriert werden kann. Es war weiterhin yon Inter-  
esse zu wissen, in welchem Mal3e sich dutch eine Temperatursenkung das Auf- 
treten etwaiger morphologischer und funktioneller Sch~Lden hinauszSgern lgl~t. 

* Mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
** Jetzt Chirurgische Universit~tsklinik Kiel. 
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Darfiber hinaus heferg diese Arbeit einen Beitrag zur K1/~rung der recht wider- 
spruchsvollen Ansiehten fiber die Verwendung autoptisehen Materials f/ir elek- 
tronenmikroskopische und bioehemische Untersuchungen. 

Methoden 
In der vorliegenden Arbeit wurden die Versuche an 68 Kaninchen ausgewertet. Die 

Herzen wurden sofort nach dem Ausbluten der Tiere entnommen und in einer vorgew~rmten 
Ieuchten Kammer bei der angegebenen Temperatur inkubiert. 

Die Isolierung der Mitochondrien erfolgte nach Homogenisieren des Gewebes in 0,25 M 
Saccharose ~-0,5 m~ EDTA-LSsung durch DifferentiMzentri~ugation. Alle Operationen 
wurden bei einer Temperatur yon ~4~ durchgefiihrt. Die experimentellen Bedingungen fiir 
die biochemischen Messungen sind bei den einzelnen Abbildungen und TabMlen angegeben. 
Die ~us normalen Herzen isolierten Mitochondrien-Fraktionen enthielten - -  wie entsprechende 
elektronenmikroskopische Befunde ergaben - -  keine nennenswerten Verunreinigungen mit 
anderen Zellbestandteilen. 

Zur elektronenmikroskopischen Untersuchung wurden die iso]ierten Mitochondrien in 
einer gepufferten (pH 7,4) Formaldehyd-LSsung fixiert, mit KochsMzlSsung gew~schen und 
mit 2 %iger ungepufferter OsO4-L6sung nachfixiert. Nach Dehydration in der Alkoholreihe 
erfolgte die Einbettung in eine Mischung yon Butyl- und Methylmethacrylat. 

Die Gewebsstiicke wurden nach entsprechenden Zeiten sofort in l%iger gepufferter 
(pH 7,4) OsOa-LSsung fixiert und nach Entw~sserung in Aceton in VestopM W eingebettet. 
Schnitte: LKB-Ultrotom und ServM1-Mikrotom. Aufnahmen: Siemens-Elmiskop I bei einer 
Strah]spannung yon 80 kV. 

Ergebnisse und Diskussion 

I. Strulctur und mitochondriale FunIction der normalen Herzmuslcelzelle 

Vergleicht man die aus einem Herzmuskel isolierten Mitochondrien mit den 
entsprechenden Partikeln im Zellverband, so ergibt sich hinsichtlich ihrer Struktur 
kein wesentlicher Unterschied. Die isolierte Mitochondrien-Fraktion ist sauber 
und einheitlich, die Mitochondrien selbst sind kaum geschwo]len, die ~uBere 
Doppelmembran allseitig vollsti~ndig und die Matrix gleichm~Big dicht. 

Mit der elektronenmikroskopisch nachgewiesenen relativ intakten Struktur 
dieser isolierten Partikel geht parallel die Unversehrtheit ihrer Funktiom So 
ergibt die Prfifung der Atmung und der ATP-Synthese durch oxydative 
Phosphorylierung mit ~-Ketoglutarat als Substrat einen P/O-Quotienten yon 
3,1--3,6, entsprechend einem heute angenommenen Maximalwert yon 4. Dutch 
Zusatz yon Malonat ~ r d  eine definierte enzymatische Einstufenreaktion des Tri- 
carbonsi~urecyclus infolge Hemmung der anschlieBenden Succinatoxydation er- 
reicht. Die ~-Ketoglutaratoxydation hat den Vorteil eines recht komplexen 
Vorganges, da gleichzeitig mit einer Atmungskettenphosphorylierung auch noch 
eine Substratphosphorylierung verbunden ist. Die Angriffsm6glichkeiten ffir-  
eine Schi~digung sind deshalb besonders groB. 

Die Tabelle I gibt die unter unseren Versuchsbedingungen gefundenen Normal- 
werte auch ffir die Oxydation yon fi-Oxybutyrat (BOI-I) und Succinat wieder, 
aus Tabelle 2 sind entsprechende Werte ffir die Atmungskontrolle ersichtlich. 

II .  Mitochondriale Strulctur und Funlction der Kaninchen-Herzmusl~elzelle 
nach ]completter Kreislau/unterbrechung bei 37 o 

1. Nach 15 rain: 15 rain nach Beginn der Ischs entsprechen alle unter- 
suchten Parameter vollkommen der Norm. Dies gilt sowohl ffir die elektronen- 
mikroskopischen Bilder des Gewebes und der isolierten Mitochondrien als auch 
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fiir die biochemischen Gr613en wie Atmung,  Atmungske t tenphosphoryherung  und 
Atmungskontrol le .  

2. Nach  30 rain: Die aus der reehten und  linken K a m m e r w a n d  en tnommenen  
Herzmuskelstfieke weisen zu dieser Zeit eine noeh relativ normale Feins t ruktur  
auf. Vereinzelt erkennt  man  Mitoehondrien, deren Matrix stellenweise leieht 
aufgehellt und dadureh fleckig gezeiehnet ist. Die /~uf3ere und  innere Doppel- 
membran  ist iiberall seharf konturiert ,  in keinem Sehnittpr/~parat sind die Mito- 

Tabelle 1. Normalwerte /iir den Sauersto//verbrauch 
und die oxydative Phosphorylierung isolierter 

Mitochondrien aus Kaninchenherzen 
Die Herzen wurden sofort nach dem Ausbluten 

der Tiere entnommen und in kalte Saccharose- 
LSsung + 0,5 mM EDTA gelegt, wo sie nach 2--3 
Schliigen stillstanden. Es sind Mittelwerte yon je- 
wefts mindestens 10 Versuchen 4- der extremen 
Abweichung vom Mittelwert angegeben. Versuchs- 
ansatz zur 2VIessung der oxydativen Phosphory- 
lierung in 1,5 ml: 0,2 ml Mitochondriensuspension, 
14 mMK-Phosphat-PufferpII 7,4, 35 mMKC1, 7 mM 
NgC12, 10 mM Substrat, 3 mM ADP, 75 mM Tris- 
ItC1-Puffer pH 7,4, 1 mg/ml iither-extrahiertes Rin- 
der-Serumalbumin, (0,5 mM NAD) und 0,1 ml Hexo- 
kinase-Gheose-L6sung im Seitenarm des Warburg- 
Gefgges. Inkubation bei 25~ 7--12 rain. 

Succinat . . . . . . . .  
c~-Ketoglutarat + Malonat 
fl-Hydroxybutyrat {BOH) 

matischen Retieulums 

QO, P/O (rag Protein) 

147 ~ 37 1,9 • 0,2 
163 • 32 3,2 • 0,3 
238 ::c 36 2,7 ~: 0,2 

geringgradig erweitert. 

Tabelle 2. Atmungskontrolle von iso- 
lierten Kaninchenherz-Mitochondrien 

nach vollstgndiger Kreislau/unter 
brechung bei 37 o C 

Der Sauerstoffverbrauch wurde 
manometrisch mit c~-Ketoglutarat + 
Malonat gemessen. Die Atmungskon- 
trolle gibt das Verhgltnis der Atmung 
mit und ohne Phosphatacceptor- 
System wieder. In Klammern: An- 
zahl der Versuehe. 

Normal 
15 rain bei 370 C 
30 rain bei 370 C 
60 min bei 370 C 
90 rain bei 370 C 

+ ADP 
t)" ADP 

S--lO (7) 
8--10 (3) 
6--8 (4) 
4--5 (3) 
2--3 (2) 

ehondrien starker gesehwollen. 
An  einzelnen Stellen ist das 
Tubulussys tem des sareoplas- 

Kerne und Myofibrillen sind 
ebenso unver/~ndert wie die Blutcapillaren. 

I n  der Abb. 1 a ist die entspreehende isolierte Mitoehondrienfraktion dargestellt. 
Sie bietet ein reeht uniformes Bild und entsprieht weitgehend den Part ikeln im Zell- 
verband.  Auch bier l inden sieh wieder die oben erw/~hnten Mitoehondrien mit  der 
aufgehellten Matrix. Bei der bioehemisehen Analyse ergibt sieh jetzt  bereits ein 
deutlieher Abfall der e -Ke tog lu ta ra t -Atmung  yon 3,6 #AO/15 min •  Protein 
im Mittel auf 2,8. Das bedeutet  einen Ausfall des Elektronentransportes  yon etwa 
20%. Interessanterweise bleibt die Kopplungsra te  unter  diesen Bedingungen 
jedoeh praktiseh erhalten (P/O--~ 3,1). Dieser primgre Angriff an der Atmungs-  
ket te  naeh der Isehgmie ist nieht ffir ~.-Ketoglutarat spezifiseh, denn gleiehartige 
Vergnderungen zeigen sieh aueh bei den Substra ten Sueeinat und  B O H  (Abb. 1 b). 
Beim BOI-I ist zu diesem Zei tpunkt  allerdings aueh das Absinken der P/O-Rela- 
t ion bereits angedeutet .  Ein Zusatz yon MAD zum Versuehsmedium bei den 
beiden NAD-abh/ingigen Reakt ionen ha t  keinerlei EinfluB auf den Elektronen- 
t ransport .  Es handel t  sieh also offenbar nieht einfaeh um eine NAD-Vera rmung  
der Zellpartikel. 

Diese Befunde stehen im Gegensatz zu unseren Iseh/~mieversuehen an der 
Leber ( M ~ R ,  W]SD~LL U. N~UBm~T), in denen sieh die Atmungske t te  der Leber- 
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mitochondrien stabiler erwies als die oxydative Phosphorylierung. Andererseits 
lggt sich dieser Befund mit Beobachtungen von DA~FO~mg und BING vergleiehen, 
die an Gewebeschnitten von iseh~miseh stillgelegten Iterzen einen starken Abfall 
des Qo2 fanden. Eine /ihnliehe Verminderung des Elektronentransportes durch 

/00 

~0 

20 

cc-/(e/oSu/m~af /70/4 Succ/za/ 
. 

12 G $ 

b 

Abb. l a u. b. Kaninchenherz 30 min nach  voll- 
st~ndiger Kreis laufunterbrechung bei  37~ 
a Isol ierte  Mitoehondrien.  A n g e d e u t e t e  Auf- 
hellung der 3f i tochondrienmatr ix .  1 : 40000. 
b Atmung und Atmungske t t enphosphory l i erung  
isolierter Mitochondrien.  I m  Gegmlsatz  zu den 
Herzen  der Kontrol len schlugen diese Herzen  
naeh d e m  H e r a u s n e h m e n  aus dem Organismus  
noeh his  zu 10 min. 0 Sauerstoffverbraueh 
(--/~AO/10 rain • mg 3l i tochondrien-Protein) .  
P ATP-BJldung (/~mole P verestert/10 min). Die  
Zahlen unter  den S tu len  gcben  die Anzah l  der 
Versuehe an. Alle gemessenen  Stoffwechsel!0ara- 
meter  der isol ierten l~Iitochondrien l iegen an der 

nnteren  Grenze der Norm. 

~ entspr icht  den Normalbereich 
.~. 

die Atmungskette bei intakter oxydativer Phosphorylierung sahen wir an isolierten 
Lebermitoehondrien naeh Einwirkung yon Phosphorwasserstoff [NEc]~RT und 
I-Io]rrIUEISTER (2)]. Die Befunde zeigen, dag die Atmungskettenphosphorylierung 
im Energiestoffweehsel nieht unbedingt die empfindliehste geaktion darstellen 
muB. Die Verminderung des Elektronentransportes, sowohl bei der Sueeinat- 
oxydation als auch bei der 0xydation NAD-abh/ingiger Substrate, weist auf den 
Ausfall einer gemeinsamen Komponente in beiden Ketten bin. Wit haben an eine 
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St6rung der Ubiehinon-Funktion gedaeht. Versuehe, die Atemverminderung 
dutch Zusatz yon Ubichinon zum Versuehsmedium auszugleiehen, sind bisher 
jedoeh nieht erfolgreieh gewesen. 

Die Prfifung der Atmungskontrolle, eines relativ empfindliehen Kriteriums 
ffir die In takthei t  des mitoehondrialen Systems (z. B. HocH u. LIPMA~5-; CAI~A- 
~OLI et ah), ergibt naeh 30 min Kreislaufunterbreehung noch normale Werte 
(Tabelle 2). Wir glauben daher, dab die Atemhemmung als reversibel angesehen 
werden kann. Naeh 30 rain Isehamie ergibt sieh somit bei der Korrelation yon 
mitoehondrialer Funktion und Struktur eine recht gute ~bereinst immung. 

Vergleieht man unsere morphologisehen Befunde mit  den Ergebnissen anderer 
Untersucher, so kann man fiber eine gewisse Diskrepanz nieht hinwegsehen: 
L6m% MEESSE~ und POCHE besehrieben erste morphologisehe Mitoehondrien- 
veranderungen bereits nach 10 rain exloerimentellen anoxischen tIerzstillstandes 
in Form yon Sehwellung und marginaler Destruktion der Innenmembran.  Naeh 
30 40 rain Iseh~tmie sind die Veranderungen derart  sehwer, dab an der I~eversi- 
bilit~tt, zumindest bei einlgen Herzmuskelzellen, yon den Autoren gezweifelt wird. 
Naeh den Untersuehungen dieser Autoren verhalt  sieh beim Kaliumeitrat-  
stillstand der Herzmuskel viel stabiler, denn hierbei treten morphologisehe Ver- 
anderungen erst naeh 40 min auf, die vergleiehbar mit  denen naeh 10 min anoxi- 
sehem tlerzstillstand sind. Die Ursaehe hierffir mag zungehst einmal in dem 
strukturstabilisierenden Effekt des Kalimneitrats  zu suehen sein. Zum anderen 
abet  ffihrt das Kalinmeitrat  einen fast momentanen Ilerzstillstand herbei. Es ist 
anzunehmen, dab der Stoffweehsel soleher Herzmuskelzellen gegenfiber einem 
vergleichbaren bis zur Erseh6pfung sehlagenden anoxisehen Herzens eine weitaus 
gfinstigere Ausgangslage hat  und dadureh eine Isehamie besser zu iiberstehen 
vermag. Bedenkt man, dab in unseren Versuehen die isolierten Herzen in der 
feuehten Kamm er  bis zu 6 rain sehlagen, ist man erstaunt fiber die naeh 30 rain 
I seMmie  beobaehteten relativ geringen morphologisehen und bioehemisehen Ver- 
~nderungen des mitoehondrialen Systems. 

Am wahrseheinliehsten ist, dab die Diskrepanz zwisehen den Befunden von 
L6HI~, MEESSEN und POCHE und unseren Ergebnissen hinsiehtlieh des zeitlichen 
Auftretens sowie der Sehwere der Vergnderungen in der Verwendung versehie- 
dener Einbettungsmittel  gesueht werden mug. So seheint das yon uns benutzte 
Vestopal W im Vergleieh zu dem yon den genannten Autoren verwandten Meth- 
aerylat  ein geeigneteres Einbettungsmittel  zu sein, und die Struktur dem jewefligen 
Fnnktionszustand des Zellgeffiges relativ adaquat  zu erhalten. Dies bezeugt vor 
allem aueh die jetzige Untersuehungsreihe im Vergleieh zu den frtiheren Befunden 
yon H6LscI~m~, J u s t  u. MEI~I~EI~ und It6LSC~IE~, in denen noeh Methaerylat zur 
Einbettung verwandt  wurde, und bereits naeh 30 rain sehwerste, teilweise vacuolige 
Mitoehondriendestruktionen beobaehtet  wurden. Derart  sehwere Struktur- 
vergnderungen an den Mitoehondrien sind auf Grund unserer jetzigen Unter- 
suchungen zu einem so frfihen Zeitpunkt  jedoeh mit  keiner entspreehenden 
sehweren St6rung der Fahigkeit zur Atmungskettenphosphorylierung zu korre- 
lieren. 

Die in jfingster Zeit yon POC~E und OHM mitgeteilten Befunde am menseh- 
lichen Herzmuskelgewebe, das w/~hrend der Operation einer Fallotsehen Tetra- 
logie gewonnen werden konnte, sind mit unseren an gesunden Herzen erhobenen 
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�9 Ergebnissen nur sehwer zu vergleichen. Trotz Einbettung des Gewebes in Vesto- 
pal W sind aueh hier bcreits nach 10 rain Iseh/imie so schwere mitoehondriale 
Ver/~nderungen naehweisbar, dag man fast eine besondere Labilitgt dieser fehl- 
gebfldeten Herzen gegentiber einer Isch/~mie annehmen mu l l  Daffir spreehen 
auch die .UIatersuchungen yon I{OELSCttEI~ u. STOLI'MANN, die in den Herzmuskel- 
zellen bei verschiedenen Anomalien auch ohne Anox/~mie schon Mitochondrien- 
vers fanden. 

Abb. 2 a 

3. Nach 60 rain: Die Matrix dcr Mitochondrien ist zu diesem Zeitpunkt fast 
v611ig verschwunden. Dadurch treten die Cristae besonders deutlich hervor. 
An einzelnen Stellen ist der Raum zwisehen den Cristae erweitert und der Cristae- 
verlauf unregelm/~Biger. Es beginnt also eine deutliehe Mitochondrienschwellung. 
Die R/iume zwisehen den Myofibrfllen verbreitern sich durch die Ausbildung 
eines interfibri]]/~ren 0dems. Die Packung der Myofilamente ist jedoeh noch 
regelm/~Big. Einzelne Tubuli des sarcoplasmatischen Reticulums zeigen eine 
geringgradige Erweiterung. Die sonst auBerordentlieh homogen verteilte Kern- 
substanz beginnt sieh zu diehteren Aggregaten zusammenzulagern. 

Die isolierbe Mitochondrienfraktion zeigt v611ig entsprechende Ver~nderungen. 
Aueh hier ist die Matrix verschwunden und die Cristae werden stellenweise als 
Ausdruek einer Mitoehondriensehwellung auseinandergedr/~ngt. 

Die Atmung mit  r162 ist noeh welter abgefallen und betr/~gt nur 
noeh etwa 60% des Ausgangswertes. Die von DAZCFO~Tg und BIZr gemessenen 
Q~ an I-Ierzmuskelschnitten (Glucose) nach 60 min Isch/imie zeigten eben- 
fMls einen Abfall in der gleichen Gr6genordnung. Xhnliche Befunde an Schnitten 
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des H e r z m u s k e l s  w u r d e n  v o n  WEBB, SAUNDERS u n d  TmE~E u n d  y o n  FUHI~MANN, 

FUgRMANN u n d  FI]~LD m i t g e t e i l t .  

Die  m i t  d e m  E l e k t r o n e n t r a n s p o r t  d u r c h  die  A t m u n g s k e t t e  g e k o p p e l t e  o x y d a -  

t i r e  P h o s p h o r y ] i e r u n g  is t  in  u n s e r e n  V e r s u c h e n  n a c h  60 ra in  I s c h g m i e  ebenfa l l s  

Abb. 2a--c. Kaninchenherz 90 rain nach voll- 
stgndiger Krei slaufunt erbrechung bei 37~ 
a Schnitt dutch eine Iterzmuskelzelle. Aufl]ellung 
der k'Iitochondrienmatrix. Unregelm~Biger Verlauf 
der Cristae. Deutliches interfibrillgres 0dem 
(• Schwelhmg der sarcoplasmatischen ttohl- 
rgume ($). 1 : 30000. b Iso]ierte Mitochondrien 
1 : 40000. c Atmung und Atmungskettenphos- 
phorylierung isolierter Mitochondrien. Experi- 
mentelle Bedingungen wie in der Abb. 1 und 
Tabe]le 1 angegeben. Die Atmung mit a-Keto- 
glutarat und mit ]~OH als Substrat ist deutlich 
vermindert, Die P/O-Quotienten mi~ cr 
glutarat liegen an der unteren Grenze der Xorm, 
die mit t~0tt sind bereits deutlich abgesunken 

oa-/(e/'ogl~//a/'o/ BOg Succ/agf 
,ooti777711171ii17777171iZii 
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~ ~o 
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d e u t l i e h  a b g e s u n k e n .  A u e h  die  A t m u n g s k o n t r o l l e  (Tabel lo 2) u n d  die  A T P a s e -  

R e a k t i o n e n  we i s en  Z e i e h e n  e iner  S e h g d i g u n g  auf.  

Die  b i o e h e m i s o h e n  V e r g n d e r u n g e n  ze igen  d a m i t ,  d a b  die  Sohwe l lung  de r  Mito-  

o h o n d r i e n ,  die  A n f l o e k e r u n g  d e r  C r i s t a e s t r u k t u r  sowie  de r  s t a r k e  M a t r i x v e r l u s t  

a u e h  f u n k t i o n e l l  zu  e iner  d e u t l i e h e n  S o h g d i g u n g  de r  K a p a z i t g t  des  E n e r g i e -  

s t o f fweehse l s  ge f i i h r t  h a b e n .  W a h r s o h e i n l i e h  i s t  h ie r  das  S t a d i u m  de r  i r r ev e r s i b ] en  

S e h g d i g u n g  e r re ioh t .  
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4. Nach 90 rain: Auf dem SehnittbiId dutch den Herzmuskel (Abb. 2a) treten 
die Strukturver~nderungen jetzt noeh deutlieher hervor. Die Myofibrfllen sind 
weir auseinandergedr~ngt, und auch die Paokung der Myofilamente ist stellenweise 
sehon unregelm~l~ig. Die Mitochondrien weisen eine aufgeloekerte Innenstruktur 
auf, die Cristae sind leieht auseinandergedr~ngt, ihr Verlauf unregelm~Big und die 
Matrix herausgelSst. Es liegt also eine deutliche Mitochondriensehwellung vor. 
Interessanterweise sind gegenfiber den mitoehondrialen Ver~nderungen diejenigen 
der Kernstruktur viel auff~lhger und sehwerer. Das sonst homogen verteilte 
Caryoplasma weist eine Verklumpung auf, die besonders marginal deutlieh hervor- 
tritt .  An einzelnen Stellen findet man auoh eine beginnende AuflSsung der Kern- 
membran in kleinere Vesikel. Die Glanzstreifen zeigen keine Erweiterung des 
Spatiums zwischen den aneinandergrenzenden Protomembranen. Das Tubulus- 
system des endoplasmatischen Retieulums kann stellenweise erweitert sein. Der 
Endothelbelag der Capillaren ist verbreitert und das Cytoplasma hell und arm 
an Zellorganellen. Es besteht offenbar eine Endothelschwellung. 

Die isolierte Mitoehondrienfraktion (Abb. 2b) weist die gleiehen Ver~tnde- 
rungen auf, wie wir sie ffir die Partikel im Gewebsverband beschrieben haben. 
Dies ist yon genereller Bedeutung insofern, als damit ausgesehlossen werden kann, 
dal3 die bereits im Gewebsverband deutlich in ihrer Struktur vers Partikel 
wghrend des Isolierungsvorganges noch zus~tzlich iiberm~13ig gesch~digt werden. 
Gleichzeitig belegt die nachweisbare strukturelle ~bereinstimmung von isolierter 
Fraktion und den entsprechenden Partikeln im Gewebe, dal3 nicht etwa eine 
Fraktion yon iiberwiegend intakten Partikeln zur Stoffwechselmessung ge]angt. 
Diese Probleme wurden bereits an anderer Stelle ausfiihrlieh diskutiert (MEI~KEt~, 
WED~LL u. NEICBEI~r N~IC]~v~I~T u. ttOFF~]~ISCEI~ (1)]. Die isolierten Mitoehon- 
drien zeigen naeh 90 min Isehs eine ovale bis l~nghche Form. Die Matrix ist 
aufgehellt, die Cristae sind teilweise auseinandergedrgngt, aber an keiner Stelle 
zerstSrt. Insgesamt sind die Mitoehondrien mehr oder minder stark geschwollen. 
Die begrenzende Doppelmembran ist iiberall seharf gezeichnet und intakt. Bei 
der Priifung der Mitoehondrienfunktion wird jetzt auch die Seh~digung an der 
oxydativen Phosphorylierung ganz offenkundig (Abb. 2e). Der P/O-Quotient 
mit ~-Ketoglutarat ist auf einen Wert yon 2,6 abgesunken und die Atmung auf 
etwa 40 % der Norm. Die Atmungskontrolle betr~gt nur noeh 3 stat t  ursprting- 
heh 9. Dureh das Absinken der F/~higkeit zur Atmung und Atmungsketten- 
phosphorylierung wird die MSglichkeit zur aeroben Energiebildung um etwa 70 % 
vermindert. Die ermittelten Werte sind w~hrend der ersten 10--15 min des Stoff- 
wechselversuehes gemessen, da eine lgngere Inknbation zu einer weiteren Schgdi- 
gung dieser primer vers Zellpartikel ffihrt. 

5. Nach 180 rain: Die Iterzmuskelzellen lassen jetzt ein deutliehes inter- 
fibrill~res 0dem erkennen. Stellenweise sind die Myofilamente noeh regelreeht 
gepackt, an anderen Stellen dagegen sind sie auseinandergedr~ngt und verlieren 
ihre feste Gliederung. Die Mitoehondrien sind stark gesehwollen, ihre Cristae 
liegen nieht mehr dicht aneinander, sondern verlaufen durch weite intercristgre 
RAume getrennt, aul]erordentlieh unregelm~l~ig (Abb. 3 a). Obwohl sehon dureh 
die Schwellung ~llein die Zahl der Cristae pro Fls relativ geringer 
wird, seheint dariiber hinaus aueh ein absoluter Verlust der Cristae, teilweise ein 
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Zerfall in kleine vesieul/ire Bruehstficke, vor sich zu gehen, so da$ auch ihre 
Menge pro Mitoehondrium abnimmt. 

Die marginale und zentrale Aggregation der Kernsubstanz hat weiter zu- 
genommen. Die Tubuli des endoplasmatischen R.eticulums sind stellenweise 

Abb. 3a  u . b .  Xaninchenherz  180 rain nach  vol/- 
s t / indiger  Kre i s laufun te rbrechung  bei  37~ 
a Isol ier te  Ni tochondr ien .  Deutl iche ]Kitochon- 
drienschwellung. 1 : 35 000. b A~mung nnd  
Atnmngske t t enphosphory l i e rung  isol ier ter  N:ito- 
chondrien.  Exper imentel le  Bedingungen  wie in  
der Abb.  1 und  Tabelle 1 angegeben.  Alle unter-  
suchten  Stoffwechsel leis tungen der  isol ier ten 

Zellpartikel s ind  erheblich v e r m i n d e r t  

~-KclojuN/'al BOIl~ Succ/b~/ 

.'.'.'.'.'.'.'.'. ..................................................................................... i 
,.. ...... 2 2 1 2 ; 1 2 2 2 ; 2 ; ; 2 2 2 i i i i !  

20 

unauff/~llig, zum Teil aber auch t ~P~/0~ ] deutlich erweitert. Die Mitochon- 
drien in der isolierten Fraktion 
sind ebenfalls stark geschwollen. 
Dabei f/~llt auf, dab die Cristae und 
das wenige noch vorhandene Matrix- /~ 8 
material teilweise in einem Pol b 
liegen, w/~hrend das fibrige Mitochondrienareal optisch leer erscheint. 

5 

Die Zahl 
der Cristae hat deutlich abgenommen. Augerdem ist auch hier der Zerfall der 
Cristae in kleine, meist vesieul~re Bruchstiicke zu beobachten. Eine Verbindung 
der Cris~ae zur inneren Mitochondrienmembran ist nicht mehr nachzuweisen. 

Die isolierte Mitochondrienfrak~ion zeigt im Stoffwechselversuch klar, zu 
welch sehweren Ver~nderungen des Elektronentransportes und der oxydativen 
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Phosphoryherung die Schiidigung des mitoehondrialen Strukturgeffiges geftihrt hat  
(Abb. 3b). Der noeh meBbare Elektronentransport durch die Atmungskette be- 
tr~gt etwa 25--30% des Ausgangswertes, die Atmungskontrolle ist weitgehend 
erloschen und der P/0-Quotient  ist auf etwa 50% der Norm abgefa]len. Die 
maximal mSgliehe aerobe Energiebildung in der Herzmuskelzelle wird damit auf 
ein Minimum reduziert. Sie kann nach Wiederherstellung der Kreislauffunktion 
hSchstens noeh eine oxydative ATP-Bfldung yon 10--15% des Ausgangswertes 

A b b .  4 a 

erbringen. In diesem Zusammenhang m5chten wir noch darauf hinweisen, dab 
die gemessenen Qo2-Werte wahrscheinlich Maximalwerte darstellen, da das 
Bezugssystem (pro Milligramm Protein) mit zunehmender Dauer der Ischgmie nicht 
mehr ganz verl~Blich ist. Wie morphologische Befunde belegen, kommt es im Ver- 
laufe der Ischgmie zu einem weitgehenden Matrixverlust, so dab damit der 
Proteingehalt pro Mitochondrium abnimmt, und die gemessenen Proteinwerte der 
Mitochondrienfr&ktion absolut gesehen zu niedrig sind. Dies ftihrt natfirlich bei 
der Berechnung der Qo2-Werte leicht zu h6heren Werten. 

6. Nach 240 rain: Vier Stunden nach Ausschaltung der Kreislauffunktion liegt 
morphologisch wie auch biochemisch das Bild eines extrem geschiidigten Herz- 
muskels vor. Die interfibrilt~ren R~ume werden jetzt yon den auBerordentlieh 
geschwollenen Mitochondrien ausgeffillt. Stellenweise ist die ~uBere Membran 
verlorengegangen. Im Innern lassen sich nur noch wenige Cristaebruehstiicke 
nachweisen. Auch die ttohlrgume des sarkololasmatischen Reticulums scheinen 
stark gebli~ht zu sein, so dab sie oft nicht von Mitochondrienanschnitten getrennt 
werden kSnnen (Abb. 4a): Die iso]ierten Mitochondrien bestehen nur noch aus 
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fast leeren S~cken, die von einer einfachen Membran begrenzt werden nnd nur 
wenig f/~diges oder granulgres Material enthalten (Abb. 4b). Die Rest-Atmung 
ist kaum megbar (Abb. 4e) und betr/~gg h6chstens noch 10%. Es ist erstaunlich, 
dag die so sehwer gesch~digten Zellpartikel iiberhaupt noch zu einem Elektronen- 

Abb. 4 a - - c .  Kaninchenherz  240 rain naeh volls t~ndiger  Kre is -  
Iaufunterbrechung bei 37~ a Schnit~ dureh eine I t e rzmuskeI -  
zelle. E x t r e m e  SchwelIung der Mitochondrien und  der Hoh l r s  
des sa rcoplasmat i schen  Ret iculmns.  Aufl6sung der  Cristae. 
1 : 45000. b Isol ier te  3/Iitochonden. 1 : 30000. c A t m u n g  und  
Atmungske t t enphosphory l i e rung  isol ier ter  ~[itochondr%n. Exper i -  
mentel le  ~ e d i n g u n g e n  wJe in  der  Abb.  1 a n d  dcr  TabeIle 1 an- 
gegeben.  S/~mtliche un tc r such ten  Stoffweehse]leistungen s ind 

k a u m  noch m e g b a r  

transport und einer ATP-Bildung bef•higt sind. 
Von einer irgendwie geordneten Funktion kann 
nat~rlich keine Rede mehr sein. 

Wir haben in den hier vorgelegten Unter- 
suchungen die Kapazit i i t  der isolierten Mito- 
chondrien zur Atmungskettenphosphorylierung 
untersueht, und damit die F/~higkeit, nach 

7oo 

do 

20 

Ke/oghhpa/ 801/ 

YY2II22CIY? 
........................... I, 

O P?/O 0 PPIo 

ff 4 
c 

Wiedereinsetzen der 02- und Substratversorgung, eine ATP-Synthese durehzu- 
fiihren. Selbstverstgndlieh kSnnen diese F/thigkeiten der Mitoehondrien w~hrend 
der Dauer der Isehgmie nieht ausgenutzt werden. Aber aueh die Frage, wieweit 
diese noeh vorhandenen enzymatisehen M6gliehkeiten naeh der Wiederdureh- 
blutung des Organs in Ansprueh genommen werden k6nnen, hgngt yon einer 
Reihe aueh auBerhalb des I-Ierzens gelegener Faktoren ab. Es soll in diesem 

u Arch. path .  Ana~., Bd. 338 2 5  
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Zusammenhang  nu t  an  das  P rob lem der  sog. Sofort-Suffizienz er inner t  werden 
(GgoTw et al. 1963). 

Es ist zu berficksiehtigen, dab zun~ehst yon uns nur fiber einige Stoffwechselreaktionen 
der Mitochondrien berichtet wurde. Von vielen anderen enzymatischen Umsetzungen, die 
diese ZeUpartikel katalysieren, und die natfirlich ebenfalls gemessen werden kSnnen, ist vor 
ahem die Fetts~ureoxydation (KEN~EDr U. LE~INGEg) interessant. Es gilt heute als sieher, 
dab der intakte IIerzmuskel seine Energie bevorzugt aus der Oxydation yon Fetts/~uren 
bezieht (Br~G et al.; BER~S~rEIER U. RUDO~V~). Der kontinuierliehe Abfall des Glykogen- 
gehaltes bei gleiehzeitigem Anstieg der Milchs~ure (Co~N et al. ; THOR~) unter der Isch~mie 
weist jedoeh darauf hin, dab unter diesen pathologischen Bedingungen die Ghcoseoxydation 
durch die Glykolysekette herangezogen wird, um den ATP-Bedarf wenigstens notdfirftig zu 
decken. Da dem ATP eine strukturerhaltende Wirkung an den Mitoehondrien zugeschrieben 
wird (RAAFLAVB; L~m~I~r NEU~gT U. LEn~mq~g) kSnnte ein Absinken dieses Nucleo- 
rids auf kritische Werte irreversible Sch~digungen dieser Zellorganellen einleiten. Zu dieser 
Vorstellung paBt gut, dab eine wesentliche Verminderung des Glucose- und ATP-Gehaltes 
ebenfalls zwisehen 20 und 60 rain nach Einsetzen der Isch~mie erreicht wird (IssEn~RD). 

III .  Mitochondrienstruktur und Funktion nach ischSmischem Herzstillstand 
bei erniedrigter Umgebungstemperatur 

Wie bei  allen chemischen Reak t ionen  is t  auch die Reak t ionsgeschwindigke i t  
enzymat i scher  Umse tzungen  bei  ern iedr ig ter  U m g e b u n g s t e m p e r a t u r  verminder t .  
Der  Qlo ffir viele biochemische Reak t ionen  be t r~g t  e twa 2. Dennoch sind die 
b iochemisehen und  physiologischen Pa rame te r ,  die bei einer Verminderung  der  
T e m p e r a t u r  a m  I te rzen  gemessen werden k6nnen,  durehaus  widerspruchsvol l  
und  ergeben kein  einheit l iches Bild. 

So fand LocxE~ bei der Untersuehung des Sauerstoffverbrauehes yon Mgusegeweben im 
Bereieh zwischen 17 und 37~ Q~o-Werte ffir Gehirn (1,9--2,1), Leber (1,5--2,0) und Iqiere 
(1,2--2,6), die etwa dem zu erwartenden Wert entsprechen, am tterzen jedoch nur eine 
Relation yon 1,1--1,3. Andererseits haben eine Reihe von Untersuchern gezeigt, dab Ver- 
suchstiere eine Unterbrechung der Blutzirkulation aueh am Herzen bei erniedrigter KSrper- 
temperatur besser iiberstehen als in Normothermie (Cooxso~ et al. ; BIG~T.ow et al.; u.a.). 

Exakte Angaben fiber Q10-Werte autoly~ischer Vorggnge und der daran beteiligten hydro- 
lysierenden Fermente sind uns nicht bekannt. Die allgemeine Herabsetzung autolytischer 
Vorggnge bei tiefen Temperaturen ist jedoeh aus der pathologischen Anatomie gelgufig. 
Erwghnea~swert mag noeh sein, dab ein Schwellungsvorgang der Mitochondrien, der bei 
unseren Untersuehungen ja eine ganz bevorzugte Rolle spielt, auch in vitro verfolgt werden 
kann. Bei solehen Untersuchungen wurden, je naeh der Ursache der Schwellung, Q10-Werte 
zwischen 1,3 und 4,4 gemessen (NEUBERT, FOSTER und LEITNYNGER). 

Unsere  e lek t ronenmikroskopisehen  und  bioehemischen Unte r suchungen  zeigen 
ebenfal ls  den gfinstigen Ef fek t  einer Tempera tu r s e nkung  fiir die E r h a l t u n g  cellu- 
li~rer S t r u k t u r  und  der  F u n k t i o n  yon  Herzmuskelzel len.  So f i ihr te  wahrend  des 
i schamischen Herzs t i l l s tandes  der  R a t t e  eine Senkung der  U m g e b u n g s t e m p e r a t u r  
auf 22~ erst  nach  3 S td  zu solehen morphologischen Schaden an der  t t e rzmuske l -  
zelle bzw. zu funkt ionel lenVer/~nderungen an der A tmungske t t enphosphory l i e rung ,  
wie m a n  sic schon nach 30 rain ischamischen Herzs t i l l s tandes  bei einer Tempe-  
r a tu r  yon  37~ beobaehte t .  Versuche a m  K~ninchenherzen  (Abb. 6) ergeben, daI~ 
berei ts  eine Senkung der  U m g e b u n g s t e m p e r a t u r  yon 37~ auf 30~ zu einer 
deut l ichen  Stabi l is ierung der  Fi~higkeit zur ATP-Bf ldung  ffihrt.  Bei  einer sehr 
ex t remen  Senkung der  U m g e b u n g s t e m p e r a t u r  bis auf  5 ~ C t r i t t  der  s tabf l is ie tende 
Ef fek t  auf  S t r u k t u r  und  F u n k t i o n  der  I te rzmuskelze l le  noch augenfal l iger  hervor .  
So f inder  m a n  bei  bis zu 16 S td  daue rnde r  I sehamie  in den e lek t ronenmikrosko-  
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pisehen Bfldern eine gegeniiber 
dem Normalen weitgehend un- 
ver/~nderte Iterzmuskelstruk~ur. 
Mit dieser Unversehrtheit der 
Struktur st immt auch die in- 
takte Funktion des Elektronen- 
transportes sowie der At- 
mungskettenphosphorylierung 

Abb. 5a u. b. Kaninchenherz 42 Std nach vollst~tndiger Kreis- 
laufunterbrechung bei 5~ a Schnitt dutch eine Herzmuskelzelle. 
Angedeuteter Yerlus$ der Mitochondrienmatrix. IntracellulKre 
Strukturen fast unver~nder~, b Atmung und Atmungsketten- 
phosphorylierung isolierter Mitochondrien. Experimentene ]~e- 
dingungen wie in der Abb. 1 und der Tabel]e 1 angegeben. Die 
~ittelwerte der gemessenen biochemischen Reaktionen liegen 
e~wa an tier unteren Grenze der Norm. Es f/~llt jedoch die starke 

Streuung auf. ~eben v011ig normalen Werten kommen auch 
deutlich erniedrigte vor 

p/o 

, '  ......... %:.::i:ii ........... I ...... 

i i 

85% o'er Worf~ 

5o % des/Worm 

0,5 / s ~ 6810 ZO ~0 20 
Sluzden Iscl;a?z/e 

Abb, 6. Atmungskettenphosphorylierung isolierter Xaninchen- 
herz-5{itochondrien nach vollst~ndiger Kreislaufunterbrechung 

bei verschiedenen Temperaturen 

gut iiberein. Es ist vielleicht in diesem Zusammenhang yon Wichtigkeit darauf 
hinzuweisen, dab auch in diesen Versuchen nach Setzen der Ischs die Herzen 

25* 
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durchschnittlich noch 2--3 min bis zur v511igen Ersch5pfung weiterschlugen. Wir 
finden nach ann/ihernd 40 Std Isch/~mie neben Herzen mit einer deutlich gesch/t- 
digten mitochondrialen Funktion auch immer noch Organe, die eine intakte 
Atmungskettenphosphorylierung besitzen. Erst nach 55 Std Isch/~mie sieht man 
eine gleichm/~Bige Funktionsabnahme der Atmungskettenphosphorylierung, die 
nach etwa 60--70 Std etwa 50% betri~gt (Abb. 5b). Diese funktionellen Ver/inde- 
rungen haben in gleicher Weise ihr •quivalent in einer entspreehend starken bzw. 
geringen Schadigung der Herzmuskelstruktur, vor allem der mitochondrialen 
Strukturen. Die Tatsache, dab in einem Herzmuskel nach einer kompletten 
Ischi~mie yon fast 21/2 Tagen bei einer Temperatur yon 5 o C der oxydative Energie- 
stoffwechsel noch zu 50% funktionsf~hig ist, erscheint beinahe unglaublich. 
Abb. 5 a zeigt das elektronenmikroskopische Bild eines Herzmuskels naeh 42 Std 
Ischiimie bei 5~ mit einer noch weitgehend unver/inderten Feinstruktur. 

Der in dieser Arbeit gesehilderte zeitliehe Verlauf der morphologischen und 
bioehemisehen Ver/~nderungen nach Beginn einer vollst/~ndigen Kreislaufunter- 
breehung 1/igt auch Schlfisse zu fiber die Aussichten, biochemische Untersuchun- 
gen des Energiestoffweehsels an autoptischem Material durchzuffihren. 

Damit kommt man dem Ziel der Pathologie n/iher, n/imlich der Gewinnung 
eines einigermaBen vollsts Brides yon der vers Zelle durch kombi- 
nierte morphologische und biochemische Untersuchungen. Unsere Befunde zeigen, 
dab sowohl eine elektronenmikroskopische Untersuchung als auch eine Beurteilung 
des Energiestoffwechsels durch Messung einigermagen verl/s P/O-Quotien- 
ten im Herzmuskel noch 30--60 min nach Eintri t t  des ,,Todes" m6glich ist, wenn 
das Gewebe auf 37~ gehalten wird. Durch eine geeignete schnellere Abkfihlung 
kann diese M6glichkeit noch wesentlich erweitert werden. Allerdings lassen sich 
diese an Kaninchen- und Rattenherzen gewonnenen Ergebnisse nur sehr bedingt 
auf andere Organe fibertragen, wie unsere vergleichenden morphologischen and 
bioehemisehen Untersuchungen an der Leber gezeigt haben (MEI~KE~, W~I)ELL 
nnd N~UBEI~T). IJber die Ergebnisse mit menschliehem Sektionsmaterial werden 
wir an anderer Stelle berichten. 

Aus der in jedem Falle gefundenen guten ~bereinstimmung zwischen unseren 
morphologischen und biochemischen Untersuchungen m5chten wir den Schlug 
ziehen, dal~ die irreversible Schiidigung der Mitochondrienfunktion wenigstens einen 
limitierenden Faktor  ffir das Uberleben der Zelle bei einer Ischs darstellt. 
Diese vorliegenden Untersuchungen erlauben uns deshalb, die Mitochondrien- 
funktion als ein Kriterinm ffir die relative Intakthei t  der Zelle zu betrachten und 
versetzt uns in die Lage, nun den EinfluB yon Pharmaka auf die l~lberlebenszeit 
zu testen. 

Zusammenfassung 
Nach vollst/~ndiger Kreislaufunterbrechung lassen sich im Herzmuskel folgende 

Ver/s beobachten : Schwellung der Mitochondrien und des endoplasma- 
tischen l~eticulums, ZerfM1 der Cristae, Auftreten eines interfibrill/s Odems 
und Verklumpung der Kernstrukturen. Nach 30 rain bei 37 o erscheint der Herz- 
muskel noch normal. Deutliche and wahrscheinhch irreversible Ver/~nderungen 
treten nach 60--90 rain auf. Die isolierten Mitochondrien entsprechen den Mito- 
chondrien in den Sehnittbildern. Die untersuchten biochemischen Funktionen 
der isolierten Mitochondrien lagen ebenfalls 30 rain (37 ~ nach vollst/indiger Kreis- 
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laufun te rbrechung  noch im normalen  Bereich. Eine  50%ige Verr ingerung der 
ATP-Syn thcse  bes tand  naeh 60 min  (370). Die Erniedr igung der Tempera tu r  
auf 300 oder 50 verzSgerte deutl ieh das Auf t re ten  der morphologiseh u n d  bio- 
ehemiseh faBbaren Ver/ indernngen.  

Mitochondrial Structure and Oxidative Chain Phosphorylation in the Myocardium 
after Complete Ischaemia 

Summary 

Ischaemic or "auto]y t ic"  a l terat ions in  hear t  tissue consisted of a swelling of 
mi tochondr ia  and  a disappearance of the eristae, interf ibri l lar  edema, aggregation 
of the nuclear  s t ructures  and  a swelling of the endoplasmie ret ieulum. Whereas 
these changes were negligible wi thin  the first 30 minutes  after circulatory arrest 
a t  37~ severe and  probable irreversible s t ruc tura l  dis integrat ion s tar ted after 
60- -90  minutes .  There was an  exellent agreement  between the electron micro- 
scopic results ob ta ined  from tissue sections and  those obvious from the  mito- 
chondria isolated from the ischaemie hearts.  The biochemical funct ions  tes ted 
were abou t  normal  wi th in  the first 30 minutes  following the onset of ischaemia, in  
agreement  with the electron microscopic results. A 50 % reduct ion of the  capaci ty  
for ATP-synthes is  was no ted  at  about  60 minutes  of ischaemia (37 0). Reducing 
the t empera tu re  to 300 or 5 o resul ted in  a marked  re ta rda t ion  in  the onset of the 
s t ruc tura l  as well as the biochemical lesions. 
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