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The Influence of S-Sympathomimetics and So-Called Ca™ *-Antagonistic
Inhibitors on Human Heart Muscle in vitro

Summary. In an in vitro assay on fetal human heart muscle it was demon-
strated for the first time that overstimulation by f-sympathomimetics could
cause elective parenchymal necrosis. Fenoterolhydrobromide, which is used
for tocolysis on a longterm scale, induces in vitro necroses of individual
heart muscle fibers according to a pathogenetic principle postulated by Flek-
kenstein. The combination of Fenoterolhydrobromide witha Ca* * -antagonist
prevents elective parenchymal necroses by reducing the Ca™ *-influx into
the heart muscle fibers. These results suggest that elective necroses of heart
muscle fibers may be not only of coronarogenic but also of metabolic origin.

Key words: Gewebekultur — Fetales Myokard — Elektive Parenchym-
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Zusammenfassung. Es wird erstmals im iiberlebenden fetalen Herzmuskel
in der Gewebekultur iiber elektive Parenchymnekrosen durch Uberstimula-
tion mit S-Sympathomimetika berichtet. Das zur Langzeittokolyse verwen-
dete Fenoterolhydrobromid induziert iiber ein von Fleckenstein beschriebe-
nes pathogenetisches Prinzip Nekrosen einzelner Herzmuskelfasern in vitro.
Fenoterolhydrobromid in Kombination mit einem Ca™ *-Antagonisten ver-
hindert iiber eine Verringerung des Ca™ *-Finstroms in die Herzmuskelfaser
sog. elektive Parenchymnekrosen. Diese Untersuchungsergebnisse zeigen,
daB elektive Herzmuskelfasernekrosen nicht nur coronarogen, sondern auch
metabolisch in Szene gehen konnen.

Einleitung

Die wissenschaftliche Debatte um die causale Pathogenese der Entstehung von
Herzmuskelnekrosen ist nicht beendet. Zweifelsfrel spielt die eingeschrinkte
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Funktionsfihigkeit der Coronararterien — also die kritische Verengung der
lichten Weite — fiir eine ,.territoriale Mangelversorgung* durch O,- oder Sub-
stratmange] eine entscheidende Rolle.

Neben zirkulatorischen Phinomenen, deren Folgen sich als transmurale,
banale und Mikroinfarkte manifestieren, kennen wir als Bindeglied zwischen
den Innenschichtschdden die sog. elektiven Parenchymnekrosen, die sowohl co-
ronarogen als aber auch auf anderem Wege, nidmlich {iber ein metabolisches
Geschehen in Szene gehen kénnen (Doerr, 1975).

Spétestens seit den Untersuchungen von Rona u.Mitarb. (1959) ist bekannt,
daB Gaben von Isoproterenol (f-Sympathomimetikum) am Rattenmyokard ,,In-
farct like lesions® im linken Ventrikel auszulésen vermoégen. Das morphologische
Substrat, das sich in Form von Kontraktionsbidndern, Nekrosen und leukohistio-
zytdren Abrdumreaktionen présentiert, filhrte zu dem Begriff der ,,Epinephrin-
Myokarditis*“ (Szakdcs and Cannon, 1958 ; Handforth, 1962; Bersch et al., 1973;
Biihler et al., 1974; Kreinsen et al.,, 1975; Raute-Kreinsen, 1976). Auch beim
Phiochromozytom kann es zur Ausbildung von elektiven Herzmuskelnekrosen
kommen (Hausmann und Getzowa, 1922; Szakéics and Cannon, 1958; Sierra-
Callejas, 1974).

Es zeigt sich, daBl sowohl beim Phaochromozytom des Menschen als auch
im Tierexperiment ein durchgehendes pathogenetisches Prinzip Giiltigkeit be-
sitzt.

Die heutige breite Anwendung von Catecholaminen, insbesondere Langzeit-
gaben von S-Sympathomimetika, fiir eine iiber Wochen oder Monate wirksame
., Tokolyse* bei drohendem Abort, brachte die Frage mit sich, ob durch Dauersti-
mulation auch im fetalen Myokard Parenchymnekrosen entstehen kénnen, und
wenn ja, wie man diese vermeiden kann!

Zur Klarung dieser Fragen bedienten wir uns fetaler tiberlebender Herzmus-
kelgewebe in der Gewebekultur, deren Medien f-Sympathomimetika allein und
in Kombination sog. Ca* *-Antagonisten zugefiigt wurden.

Es sei uns erlaubt, dieses biologische Modell darzustellen.

Material und Methoden

Insgesamt wurden Versuchsreihen an 21 fetalen, menschlichen Herzen (12.-20. Schwangerschaftswo-
che von legalen interruptiones) durchgefiihst.

Inkubationsmedium: 80% Eagle’s Basal Medium* +1% L-Glutamin; 20% fotales Kalberse-

rum?

Antibiotika pro ml Nahrmedium: 100 E Penizillin; 100 E Streptomyzin; 100 ug Kanamyzin.

Einige Versuchsreihen wurden unter O,-Begasung durchgefiihrt, ergaben jedoch keine von
den Routineuntersuchungen differierenden Resultate. Die Herzen wurden unter sterilen Kautelen
entnommen und rechter und linker Ventrikel, nach sorgfiltigem Waschen mit Hanks’ Salzldsung,
getrennt kultiviert.

Im New Brunswick Shaker rotierten 6 je | mm?® groBe Myokardwiirfel in 8 ml Ndhrmedium
bei 37° C und 70 R/min.

Versuchsgruppen:

1 Kontrolle Ndhrmedium.

2. Fenoterolhydrobromid 0,5 ng/ml, bzw. 5 ng/ml.

! LS-Labor-Service, Miinchen
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3. Verapamil 20 ng/ml bzw. 200 ng/ml.

4. Fenoterolhydrobromid 0,5 ng/ml plus Verapamil 20 ng/ml bzw. Fenoterolhydrobromid 5 ng/
ml plus Verapamil 200 ng/ml.

Die Fixierungen erfolgten nach 48h und 96 h in Bouinscher Ldsung. Nach Einbettung in
Paraffin wurden die 5 pm Serienschnitte mit Himalaun-Eosin und nach Lie (1971) geférbt.

Fiir die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden Gewebestiicke von etwa 1 mm
Kantenldnge herangezogen. Nach griindlichem, dreimaligem Auswaschen des Kulturmediums mit
auf 37° C vorgewirmter Hanks’scher Ldsung konnten die Proben mit 2,5%igem veronalgepuffertem
Glutaraldehyd, pH 7,2 bei 4° C fiir 30 min fixiert werden. Daran schlof8 sich ein dreimaliges Auswa-
schen des Fixans mit Pufferldsung und eine 30miniitige Nachfixierung mit gepufferter 1% Osmium-
sdure an. Die Einbettung erfolgte {iber eine stufenweise Entwasserung in steigenden Acetonkonzen-
trationen nach Spurr (1969). Ultradiinnschnitte aus dem tieferen Bereich der Gewebestiicke wurden
mit einem Reichert Mikrotom OM U3 hergestellt, mit Uranylacetat und Bleicitrat nachkontrastiert
und an einem Siemens Elmiskop 102 ausgewertet.

Ergebnisse

Lichtmikroskopisch zeigen die 4 Tage in Kontrollmedien gehaltenen Herzmus-
kelfasern menschlicher Feten intakte Verhiltnisse. Mit der Lieschen Firbung
sind die Herzmuskelkerne von violetter Farbe; sie sind teils rund, teils queroval.
Die Querstreifung der Muskulatur ist gut darstellbar. Die Grundfarbe des Sarko-
plasma ist gelb-braun (Abb. 1).

Auch ultrastrukturell beobachtet man intakte Myofibrillen mit gut markier-
ten Z-Streifen. Die Mitochondrienmembranen, insbesondere die Cristaec mito-
chondriales sind intakt. Im Sarkoplasma finden sich reichlich Glykogengranula
(Abb. 2). Die Disci intercalares sind unaufféllig. Die Kandlchen des endoplasma-
tischen Retikulum und die transversalen Tubuli zeigen keine Verdnderungen
ihrer Gestalt.

Vallig anders verhalten sich die Herzmuskelfasern in der Gewebekultur nach
Zusatz von 5 ng Fenoterolhydrobromid zum Kulturmedium. Bereits nach 2
Tagen, stiirker jedoch nach 4 Tagen, sicht man bei lichtmikroskopischer Betrach-
tung in der Farbung nach Lie das Phinomen der ,,Fuchsinorrhagie®, also eine
karmoisinrote Farbe des Sarkoplasma einzelner Herzmuskelfasern (Abb. 3). Den
Herzmuskelfasern interponiert — im Interstitium — finden sich groBe Vakuolen.
Die Herzmuskelkerne sind vorwiegend klein und total pyknotisch.

Im elektronenmikroskopischen Bild findet man neben einigermaBen intakten
Fibrillen eine verwaschene Zeichnung der Myofibrillen mit unscharfer Begren-
zung der Z-Streifen und angedeutete Kontraktionsbiander (Abb. 4). Einzelne
Bezirke zeigen eine totale Homogenisierung einzelner Myofibrillenbiindel, also
typische elektive Parenchymnekrosen (Abb. 5). Die Mitochondrien sind stark
geschwollen, die Cristae mitochondriales abgeschmolzen, oder man findet granu-
lare elektronendichte Ablagerungen. Das endoplasmatische Retikulum ist dila-
tiert, ebenso ist das tubulire transversale System stark erweitert. Die Kerne
sind zusammengesintert, wobei das Chromatin sich mehr an der Kernmembran
anzulagern scheint. Hin und wieder sind die Disci intercalares durch Spaltraume
voneinander getrennt. Auffillig ist ein Mangel an Glykogengranula. Bei einer
kombinierten Beschickung des Kulturmediums mit Fenoterolhydrobromid und
dem Ca**-Antagonisten Verapamil bestehen lichtmikroskopisch in der Lie-



Abb. 1. Herzmuskelfasern 4 Tage in Kontrollmedium. Féarbung nach Lie. Intakte Muskelfasern
mit violetten Kernen und gelbbraunem Sarkoplasma. Vergr. 400fach

Abb. 2. Ausschnitt aus einer Herzmuskelfaser 4 Tage in Kontrolimedium. Intakte Aktomyosinfibril-

len. Gut markierte Z-Streifen und Mitochondrien. Zahlreiche Glykogengranula im Sarkoplasma.
Vergr. 40000fach



Abb. 3. Herzmuskelfasern 4 Tage nach Zusatz von 5 ng Fenoterolhydrobromid zum Kulturmedium.
Féarbung nach Lie. ,,Fuchsinorrhagie* der Muskelfasern mit zahlreichen interponierten Vakuolen.
Vergr. 400fach
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Abb. 4. Herzmuskelfasern 4 Tage nach Zusatz von 5 ng Fenoterolhydrobromid zum Kulturmedium.
Angedeutete Kontraktionsbdnder in Hohe der Z-Streifen. Dilatation des sarkoplasmatischen Retiku-
lum. Mitochondrien mit partieller Cristolyse und elektronendichten Einlagerungen. Beginnende
Pyknose eines Zellkernes. Vergr. 9000fach
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Abb. 5. Herzmuskelfasern 4 Tage nach Zusatz von 5 ng Fenoterolhydrobromid zum Kulturmedium.

Elektive Parenchymnekrosen. Totale Homogenisierung der Aktomyosinfibrillen. Starke Dilatation
des sarkoplasmatischen Retikulum. Vergr. 20000fach

Abb. 6. Herzmuskelfasern 4 Tage nach Zusatz einer Kombination von 5 ng Fenoterothydrobromid
und 200 ng Verapamil zum Kulturmedium. Firbung nach Lie. Intakte Muskelfasern mit violetten
Kernen und gelbbraunem Sarkoplasma. Vergr. 400fach
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Abb. 7. Ausschnitt von Herzmuskelfasern 4 Tage nach Zusatz einer Kombination von 5 ng Fenoterol-
hydrobromid und 200 ng Verapamil zum Kulturmedium. Intakte quer- und lingsgetroffene Akto-
myosinfibrillen; Cristae mitochondriales mit ihren typischen Konturen. Reichlich Glykogengranula
im sarkoplasmatischen Retikulum. Intakter Glanzstreifen. Vergr. 9000fach

schen-Firbung keine Unterschiede zu den Kontrollen sowohl strukturell als
auch hinsichtlich der Farbqualitdten des Sarkoplasma (Abb. 6). Die Querstrei-
fung der Muskelfasern ist vollig intakt. Die Kerne sind vorwicgend ldngsoval.
Elektronenoptisch sind die Myofibrillen und auch die Z-Streifen gut konturiert.
Die Mitochondrien sind intakt. Im Sarkoplasma liegen zahlreiche Glykogengra-
nula. Das sarkoplasmatische Retikulum ist nur méBig dilatiert (Abb. 7).

Diskussion

Das Phinomen der ,,Fuchsinophilie* bzw. ,,Fuchsinorrhagie” an der Herzmus-
kelfaser wurde von Selye (1960), spiter von Lie (1971) als sogenannte Prénekro-
sen bzw. als nekrotische Faserunterginge im Myokard beschrieben. Obwohl
Selye (1960) sich eines 0,01%igen sauren Fuchsins bedient, kommt Lie (1971)
zu dhnlichen Ergebnissen. Er stellt karmoisinrottingierte Fasernekrosen mit Hilfe
eines 0,1 %igen basischen Fuchsins dar. Diese Fuchsinorrhagie ist auch in unse-
ren iiberlebenden menschlichen Herzmuskelzellen in der Zellkultur nachzuwei-
sen, und zwar nicht in groBerer Ausdebnung, sondern mehr auf einzelne Herz-
muskelfasern beschrinkt.
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Lésionen des Herzmuskels in Form elektiver Parenchymnekrosen nach Ga-
ben hoher Dosen von Isoproterenol wurden zuerst von Rona et al. (1959),
spéter von Bersch (1973), Biihler (1974), Kreinsen (1975) und Raute-Kreinsen
(1976) beschrieben. Ganz &dhnliche Nekrosen sahen Hausman und Getzowa
(1922) sowie Sierra-Callgjas (1974) beim Phiochromozytom des Menschen.
Diese Isoproterenol-induzierten Nekrosen waren bisher 4tiologisch unklar. Dis-
kutiert wurden: Blutdrucksenkung mit gleichzeitiger Steigerung der Herzarbeit
und daraus folgender Sauerstoffmangelversorgung des Herzmuskels (Rona et al.,
1959). Lokale Ischamie durch Offnung prikapillirer Shunts mit konsekutiver
Mangelversorgung des Myokard (Handforth, 1962). Nutzlose Steigerung des
0,-Verbrauches durch direkte metabolische Wirkung der Katecholamine auf
den myokardialen Stoffwechsel (Raab, 1963). Anderung der Membranpermeabi-
litdt durch einer Hyperlipiddmie (Rosenblum et al., 1965). AuBlerdem sollen
lokale Kalium-Verluste zu Herzmuskelnekrosen fiihren (Rosenmann et al.,
1964). Diese pathogenetischen Hypothesen diirften jedoch keine uneinge-
schrankte Giiltigkeit besitzen, da Parameter wie Blutdrucksenkungen, Offnungen
prakapillirer Shunts, Hyperlipiddmie und lokale Kaliumverluste mit Sicherheit
aus unserem Versuchsmodell auszuschlieBen sind.

Es miissen also noch andere pathogenetische Mechanismen, besonders an
der iiberlebenden Herzmuskelfaser gegeben sein.

Seit Anfang der 60iger Jahre hat Fleckenstein in zahlreichen Arbeiten (1963
1964, 1968, 1969, 1970, 1971a, b, ¢, 1972, 1973, 1974, 1975, 1976) auf ein
fundamentales Ereignis wihrend der Uberstimulation des Myokard mit §-Sym-
pathomimetika aufmerksam gemacht.

Fir gewohnlich haben Katecholamine — also f-sympathomimetisch wirk-
same Ubertréigerstoffe — am schlagenden Herzen eine positive chronotrope,
inotrope und dromotrope Wirkung. Uber eine Erregung der f,-Rezeptoren
am Myokard fithren diese zu einer Steigerung der Kontraktionskraft und der
Uberleitungsgeschwindigkeit. Aulerdem bewirken sie iiber eine f,-Stimulation
u.a. eine periphere Vasodilatation sowie eine Relaxation der glatten Uterusmus-
kulatur. Dies ist ein Wirkungsmechanismus, der z.B. in der Tokolyse Anwen-
dung findet (Mosler, 1969, 1974; Boden und v.d. Crabben, 1970; Jung et al,,
1971; Weidinger und Wiest, 1971, 1973a, b, ¢, d, e, 1976; Maiss und Legerlotz,
1972; Hiiter et al., 1972; Kiinzel und Reinecke, 1973).

Uberstlmulatwn des Myokard mit 8-Sympathomimetika hingegen fiihrt im
Tierexperiment zu Myokardldsionen in Form elektiver Parenchymnekrosen oder
aber zu ,,Infarct-like-lesions* (Rona et al., 1959).

Baroldi (1975) spricht in einer umfangreichen Untersuchungsserie bei 100
histologisch tiberpriiften Herzinfarkten von einer ,,colliquativen Myozytolyse*
der Herzmuskelfasern, die er urséchlich auf eine sympathomimetische Stimula-
tion zurlickfiihrt. Auch Doerr (1976) fand landkartenférmige nekrotische Areale
mit elektiver Kalksalzimprdgnation der Muskelfasern bei einem 51-jihrigen
Manne, bei dem sich nach einer Coeliakographie ein perpetuierter Schock mit
Nierenversagen entwickelte und der nach intensiver Therapie im Kammerflim-
mern verstarb. Doerr subsummiert diese sog. metabolischen Nekrosen einem
Therapieeffekt infolge Steroidhormon- und Isoproterenolmedikation.

Fleckenstein (Lit. s.0.) sieht den deletidren Zusammenbruch in einer Spaltung
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der ATP- und Kreatinphosphat-Fraktion durch eine exzessive Erhohung der
Ca* *-Einschleusung iiber das tubulire transversale System. Die intrazelluldren
Reaktionsorte, an denen die Spaltung von ATP durch Ca™ *-Anreicherung akti-
viert wird, sind die Myofibrillen, das sarkoplasmatische Retikulum und auch
die Mitochondrien. Diese werden mit steigender Ca* *-Beladung sowohl struktu-
rell als auch in ihren biochemischen Funktionen schwer geschidigt und fiihren
zu einer Hemmung der ATP-Synthese. AuBerdem fihrt das erhdhte Angebot
innerhalb der Faser an freien Ca*™ *-Ionen zu einer verstirkten Aktivierung
der Ca* *-abhingigen Myofibrillen-ATPase, was eine Intensivierung von ATP-
Verbrauch und mechanischer Spannungsentwicklung zur Folge hat. Der ent-
scheidende Schritt bei der Katecholamin-induzierten Nekrotisicrung des Herz-
muskels ist demnach die Uberschwemmung der Herzmuskelzelle mit Ca® *-
Tonen. Hierdurch entsteht ein Zustand einer ,,elektro-mechanischen Uberkoppe-
lung* mit Abfall von ATP- und Kreatinphosphat. Dies hat zur Folge, da8
der ,,Ruhestoffwechsel* einerseits, welcher der Erhaltung und Regeneration von
Zellstrukturen dient, und der ,, Tatigkeitsstoffwechsel* andererseits zusammen-
brechen. Die daraus resultierenden morphologischen Substrate sind dann ,,elek-
tive Parenchymnekrosen® oder bei groBer Ausdehnung sogenannte ,,Infarct-like-
lesions*’. Fleckenstein und seiner Schule ist es gelungen, das Myokard vor diesen
kleinherdigen Nekrosen zu schiitzen, wenn der Ca™ *-Uberladung mittels Ca™ *-
antagonistischer Hemmstoffe Vorschub geleistet wird. Es handelt sich dabei
um Stoffe, die den transmembraniren Ca™ *-Einstrom ins Innere der erregten
Myokardfasern durch Blockierung der Ca™ "-Kanile vermindern.

Gehen wir zum Schlufl nochmals auf unsere Versuchsergebnisse ein: Sie
zeigen deutlich, daB das bei Langzeittokolyse verwendete Fenoterolhydrobromid
in der Gewebekultur elektive Parenchymnekrosen am fiiberlebenden menschli-
chen Myokard auszuldsen vermag. Kombinierte Gaben von Fenoterolhydrobro-
mid und des Ca™ " -antagonistischen Hemmstoffs Verapamil verhindern mit Si-
cherheit kleinherdige Nekrosen, insbesondere elektive Parenchymnekrosen.

Diese Befunde lassen den SchluB zu, dal3 die Fleckensteinsche These sich
als ein allgemeines Prinzip bei der Entstehung von Herzmuskelnekrosen sowohl
im Tierexperiment als auch am iiberlebenden menschlichen Herzmuskel erweist,
einerlei ob diese durch ,,coronare* Insuffizienz oder ,,direktmetabolisch® ini-
tilert werden.

Fiir die ausgezeichnete technische Durchfithrung der Versuche danken wir M. Frick, E. Hufnagel

(Gewebekultur), A. Tischendorf, S. Weisschedel, A. Mayer (Histologie und Foto), U.L. Kiesewetter
(Elektronenmikroskopie)
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