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Zusammenfassung  

Bluthochdruck ist der häufigste kardiovaskuläre Risikofaktor für die Entstehung einer 

Herzinsuffizienz. Erhöhter Blutdruck steht in Zusammenhang mit einem strukturellen und 

funktionellen Umbau des Myokards, darunter Hypertrophie, erhöhte interstitielle Fibrose 

und eine Rarifizierung der Mikrozirkulation, mit folgender permanenter Herzschädigung. 

Natürliche kardioprotektive Wirkstoffe mit Wirkung auf die zellulären Vorgänge, die der 

Entstehung von hypertensiven kardiovaskulären Ereignissen (wie Hypertrophie oder 

Herzinsuffizienz) zugrunde liegen, sind rar oder haben problematische Nebenwirkungen. 

Spermidin ist ein natürliches Polyamin und ein potenter Stimulator von Autophagie, einem 

zytoprotektiven Vorgang zur Aufrechterhaltung der strukturellen und funktionellen 

Homöostase von Kardiomyozyten. Jedoch ist unklar ob eine orale Nahrungsergänzung mit 

Spermidin das kardiale Remodeling unter Drucküberlast reduziert. 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Auswirkungen einer oralen Spermidingabe auf 

das Ausmaß von Fibrose und Hypertrophie in Mäuseherzen nach erhöhter Drucklast (durch 

Aortenkonstriktion) zu beschreiben.  

C57BL/6 Mäusen wurde Trinkwasser ohne (= Kontrolle) und mit Spermidin (3 mmol/L) 

verabreicht und die Mäuse einer Sham bzw. TAC-Operation unterzogen. Die Herzen wurden 

3 und 6 Wochen nach der Operation gewogen und untersucht. Die histologische Analyse 

wurde an in Paraffin eingebetteten Herzschnitten durchgeführt. Dazu wurden die 

Herzschnitte mit Pikrosirius Rot, bzw. Wheat-Germ-Agglutinin gefärbt um das Ausmaß des 

Kollagengehalts und die Querschnittsfläche der Kardiomyozyten zu messen. Bei Sham-

Mäusen wurden zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede hinsichtlich Fibrose und 

Hypertrophie zwischen spermidinbehandelten Mäusen und Kontrollmäusen gefunden. 3 

Wochen nach TAC zeigten spermidinbehandelte Mäuse ein reduziertes 

Herzgewicht/Tibialänge-Verhältnis, jedoch keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich 

der Kardiomyozytengröße. 6 Wochen nach TAC zeigten spermidinbehandelte Mäuse ein 

geringeres Herzgewicht/Tibialänge-Verhältnis, welches mit weniger Hypertrophie der 

Kardiomyozyten assoziiert war. Spermidinbehandelte Herzen zeigten 3 sowie 6 Wochen 

nach TAC weniger Fibrose, jedoch zeigten diese Unterschiede keine statistische Signifikanz. 

Unsere Ergebnisse demonstrieren somit einen milden protektiven Effekt einer 

Nahrungsergänzung mit Spermidin auf das kardiale Remodeling in Wildtyp-Mäuseherzen 

unter erhöhter Drucklast. 
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Abstract 

Hypertension is the most prevalent cardiovascular risk factor for the development of heart 

failure (HF). Increased blood pressure is associated with structural and functional 

myocardial remodeling including hypertrophy, increased interstitial fibrosis and the 

rarefication of the microcirculation and leads to a permanent damage of the heart. Natural 

cardioprotective agents that target the cellular processes underlying the development of 

hypertension-associated cardiovascular manifestations, such as hypertrophy and HF, remain 

rare or have problematic off-target effects. Spermidine is a natural polyamine and a potent 

inducer of autophagy, a cytoprotective process that maintains structural and functional 

cardiomyocyte homeostasis. However, it remains unknown whether oral spermidine 

supplementation reduces cardiac remodeling under pressure-induced overload.  

The aim of this study was to characterize the effects of oral spermidine supplementation on 

the extent of fibrosis and hypertrophy in response to pressure overload induced by transverse 

aortic constriction (TAC).  

Wild-type C57BL/6 (WT) mice received drinking water without (control) or with spermidine 

(3 mmol/L) and underwent Sham or TAC surgery. Hearts were weighed and examined 3 and 

6 weeks after surgery. Histological analysis was performed on paraffin-embedded cardiac 

tissue sections stained with picrosirius red and wheat-germ-agglutinin to assess the collagen 

content and the cross sectional area of cardiomyocytes (as measure for hypertrophy), 

respectively.  

At baseline (Sham), we found no significant changes in fibrosis and hypertrophy at any time 

point between control and spermidine-treated hearts. After 3 weeks TAC, however, 

spermidine-treated mice showed reduced heart weight-to-tibia length ratio, but no significant 

change in the cross sectional area of cardiomyocytes. After 6 weeks TAC, reduced heart 

weight-to-tibia length ratio was associated with reduced hypertrophy of cardiomyocytes. 

Spermidine-treated hearts showed less fibrosis compared to control hearts 3 and 6 weeks 

after TAC, but these differences did not reach statistical significance.  

Our results show a mild protective effect of spermidine supplementation on cardiac 

remodeling in WT mouse hearts in response to pressure-induced overload. 

  



 

iv 

 

Inhaltsverzeichnis 

1 Einleitung ........................................................................................................................... 1 

1.1 Pathophysiologie der Herzinsuffizienz ................................................................... 1 

1.1.1 Kardiales Remodeling ..................................................................................... 1 

1.1.2 Hypertrophie .................................................................................................... 2 

1.1.3 Fibrose ............................................................................................................. 4 

1.1.4 Vaskuläres Remodeling ................................................................................... 5 

1.1.5 Zelltod .............................................................................................................. 6 

1.2 Autophagie – ein körpereigener Recyclingmechanismus ....................................... 7 

1.2.1 Grundlegendes ................................................................................................. 7 

1.2.2 Autophagie im Herzen unter Normbedingungen............................................. 9 

1.2.3 Autophagie im Herzen bei chronischer Druckbelastung ................................. 9 

1.3 Spermidin – Ein Stimulator der Autophagie ......................................................... 11 

1.3.1 Polyaminbiosynthese ..................................................................................... 11 

1.3.2 Wirkungsweise von Spermidin ...................................................................... 12 

1.3.3 Autophagie-unabhängige Effekte von Spermidin ......................................... 13 

2 Hypothese ..................................................................................................................... 14 

3 Material und Methoden ................................................................................................ 15 

3.1 Mäuse und Spermidingabe .................................................................................... 15 

3.2 Transversale Aortenkonstriktion............................................................................16 

3.3 Versuchsgruppen .................................................................................................. 17 

3.4 Schnittherstellung ................................................................................................. 18 

3.5 Färbungen ............................................................................................................. 18 

3.5.1 Pikrosiriusrot-Färbung (Kollagenanteil)........................................................ 18 

3.5.2 Fluoreszenzfärbung (Extrazelluläre Matrix) ................................................. 18 

3.6 Bilddarstellung und Bildaufnahme ....................................................................... 20 

3.6.1 Aperio Scanner .............................................................................................. 20 



 

v 

 

3.6.2 Fluoreszenzmikroskop ................................................................................... 20 

3.7 Analytische Methoden .......................................................................................... 20 

3.7.1  Analyse des Kollagengehalts ......................................................................... 20 

3.7.2  Analyse der Kardiomyozytengröße ............................................................... 22 

3.8 Statistische Analyse .............................................................................................. 24 

4 Ergebnisse .................................................................................................................... 25 

4.1 Gravimetrie ........................................................................................................... 25 

4.2  Histologische Analyse .......................................................................................... 27 

4.2.1 Querschnittsfläche der Kardiomyozyten ....................................................... 27 

4.2.2 Kollagenanalyse............................................................................................. 29 

5 Diskussion .................................................................................................................... 32 

6 Literaturverzeichnis ...................................................................................................... 37 

7     Lebenslauf.....................................................................................................................46 

 



 

vi 

 

Glossar und Abkürzungen 

 

ACE  Angiotensin-konvertierendes Enzym 

AdoMet   S-Adenosyl-L-Methionin 

AdoMetDC  S-Adenosylmethionin Decarboxylase 

ANOVA  Varianzanalyse 

Ao  Aorta 

AT-I   Angiotensin-I 

AT-II  Angiotensin-II 

Atg  Autophagie-assoziiertes Gen 

ATP  Adenosintriphosphat 

CGRP  Calcitonin Gene-Related Peptide (Engl.)  

CSA  Querschnittsfläche (Engl. Cross-sectional area) 

DcAdoMet  Decarboxyliertes S-Adenosyl-L-Methionin 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

EF  Auswurfsfraktion (Engl. Ejection fraction)  

ER  Endoplasmatisches Reticulum 

EZM  extrazelluläre Matrix 

HMG-CoA  
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-

Reduktase 

HG  Herzgewicht 

IL-6  Interleukin-6 

I/R  Ischämie/Reperfusion 

IVS  Intraventrikuläres Septum 

Lcca  Linke Arteria Carotis Communis 

LV  Linker Ventrikel 

LVEDD  linksventrikulärer end-diastolischer Durchmesser 

M/V  Masse/Volumen 

MAT  Methionin Adenosyltransferase 

MMP  Matrix-Metalloprotease 

mTOR  Mammalian Target of Rapamycin 

MW  Mittelwert 

NO  Stickstoffmonoxid (Engl. Nitric Oxide) 



 

vii 

 

 

NOS  NO Synthase 

ODC  Ornithin-Decarboxylase 

PAO  Polyaminoxidase 

PBS  Phosphate Buffered Saline (Engl.) 

PSR  Pikrosirius-Rot Färbung 

PW  Hinterwand (Engl. Posterior Wall) 

RAAS  Renin-Angiotensin-Aldosteron-System  

ROS  
Reaktive Sauerstoffspezies  

(Engl. Reactive Oxygen Species) 

SD  Standardabweichung (Engl. Standard Deviation) 

SE  Standardfehler (Engl. Standard Error) 

SMO  Sperminoxidase 

Spd  Spermidin 

SSAT  Spermidine/Spermine-N(1)-Acetyltransferase 

TAC  Transversale Aortenkonstriktion 

TGF-β  Transforming growth factor-β (Engl.) 

TIF  Tagged Image File (Engl.) 

TL  Tibialänge 

WGA  Wheat-Germ-Agglutinin (Engl.) 

WT  Wildtyp 



 

viii 

 

Abbildungsverzeichnis 

 

Abbildung 1: Die verschiedenen Formen der Ventrikelgeometrie bei Hypertrophie. 

Links unten: die normale Ventrikelform unter physiologischen Bedingungen (normale 

Ventrikelmasse und relative Wanddicke); links oben: konzentrisches Remodeling (normale 

Ventrikelmasse, erhöhte relative Wandstärke); rechts oben: konzentrische Hypertrophie 

(erhöhte Ventrikelmasse bei erhöhter relativer Wandstärke); rechts unten: exzentrische 

Hypertrophie (erhöhte Ventrikelmasse bei normaler relativer Wandstärke). Abgeändert nach 

Vorlage von (Rodriguez et al. 2010). .................................................................................... 3 

Abbildung 2: Formen des Zelltods. Bei der Apoptose (programmierter Zelltod) kommt es 

zum Schrumpfen der Zelle und einer Fragmentierung des Zellkerns. Die Nekrose geht mit 

einer Zellschwellung einher, gefolgt von einer Ruptur der Plasmamembran und Freisetzen 

der Zytoplasmabestandteile. Der Autophagie-assoziierte Tod stellt eine komplizierte 

Sonderform dar, mit oft vorausgehendem Versuch der Zelle, einer Erschöpfung der 

Energiereserven entgegenzuwirken. Abgeänderter nach Vorlage von (Hotchkiss et al. 2009).

 ............................................................................................................................................... 6 

Abbildung 3: Mechanismus der Autophagie. Eine Isolationsmembran (Phagophore) 

umschließt Portionen von Zytoplasma und bildet das von einer Doppelmembran umgebene 

Autophagosom. Durch Andockung an ein Lysosom kommt es zur Bildung des 

Autophagolysosoms und zum Abbau der Zytoplasmabestandteile. Dieser Vorgang kann der 

Zelle u.a. zur Bereitstellung von Energie dienen. Abgeändert nach Vorlage von  (Meléndez 

& Levine 2005)…………………………………………………………………...………....8 

Abbildung 4: Biogene Amine. Oben angeführt sind die Strukturformeln der natürlich 

vorkommenden Polyamine: Putrescin, Spermidin und Spermin. Abgeändert nach Vorlage 

von (Minois, Carmona-Gutierrez & Madeo, 2011). ............................................................ 11 

Abbildung 5: Polyamin-Stoffwechsel. In grün: Polyamin-Biosynthese, ausgehend von den 

Aminosäuren Methionin und Arginin; in blau: Polyamin-Abbau; in rot: hemmendes Protein; 

Polyamine können untereinander interkonvertiert werden: Spermidin entsteht als 

Zwischenprodukt bei der Bildung von Spermin aus Putrescin. Abgeändert nach Vorlage von 

(Minois, Carmona-Gutierrez & Madeo 2011). .................................................................... 12 

Abbildung 6: Hypothese. Spermidinbehandelte und Kontroll- (keine Spermidingabe) 

Wildtyp-Mäuse wurden TAC unterzogen um die Drucklast zu erhöhen. Chronische 

Drucküberlast führt zum kardialen Remodeling, gekennzeichnet/charakterisiert durch 



 

ix 

 

Hypertrophie und vermehrte Fibrose. Wir haben die Auswirkungen einer 

Spermidinbehandlung anhand der Analyse von eventuellen Veränderungen der Parameter 

Fibrose und Hypertrophie getestet. Ein langsameres Fortschreiten der pathologischen 

Veränderungen könnte auf kardioprotektive Effekte von Spermidin und einen verlangsamten 

Übergang zur dekompensierten Herzinsuffizienz hinweisen. Gesteigerte/erhöhte 

Autophagierate und/oder erhöhte NO-Bioverfügbarkeit im Herzen werden als potenzielle 

Mechanismen für Spermidineffekte verantwortlich gemacht. HI = Herzinsuffizienz; Spd = 

Spermidin; NO = Stickstoffmonoxid; Abgeändert nach Vorlage von (Anand 2008) & 

(Nishida et al. 2009)..............................................................................................................14 

Abbildung 7: Experimenteller Plan...................................................................................15 

Abbildung 8: Transversale Aortenkonstriktion (TAC). Links: Die Aortenkonstriktion 

wurde mithilfe eines Fadens (s) durchgeführt. Dieser wurde auf Höhe der thorakalen Aorta 

(Ao), zwischen dem Ursprung des Truncus brachiocephalicus (ria) und der linken Arteria 

carotis communis (lcca) angelegt und verknotet. (LV: linker Ventrikel); Rechts: Vor und 

nach erfolgter TAC. Eine 27-Gauge Nadel (Abstandhalter) wurde verwendet um das 

Ausmaß der Aortenkonstriktion zu standardisieren. Abgeändert nach Vorlage von (Yamada 

et al., 2006). ......................................................................................................................... 16 

Abbildung 9: Kollagenanalyse mittels Image J. (a) Originalbild der PSR-Färbung vor der 

Analyse. Eine Duplikatur (b) wurde hinsichtlich ihres Kontrastes verändert und das 

kollagene (kontrastreichere) Gewebe () rot angefärbt bis es in etwa dem Ausmaß an 

Kollagen in dem Originalbild (a) entsprach. Anschließend wurde das gesamte Herzgewebe 

mit Ausnahme von Ventrikelvolumen und größerer Gefäßlumina (*) angefärbt. (d) Setzen 

der individuellen Schwelle für das Ausmaß der Rotfärbung in den Bildern. (e) Ergebnisse 

vom Kollagenanteil (Bild b) und Herzschnittanteil (Bild c) im Vergleich zur gesamten 

Bildfläche. ........................................................................................................................... 22 

Abbildung 10: Analyse der Kardiomyozytengröße. (a) Originalaufnahme von einem mit 

WGA gefärbten Herzschnitt unter dem Fluoreszenzmikroskop. In schwarz sind die einzelnen 

Kardiomyozyten zu sehen, umgeben von extrazellulärer Matrix, hier grün. (b) und (c) zeigen 

die Analyse der CSA in Image J. Mittels Makro wurden die Kardiomyozyten einzeln erfasst 

und nummeriert. Nicht vollständig auf dem Bild abgebildete Zellen wurden aus der Analyse 

ausgeschlossen. (d) zeigt einen Ausschnitt aus der Liste von Ergebnissen, die zu jedem 

Herzschnitt geliefert wurde. Sämtliche Zellen, die von dem Makro erfasst wurden, sind mit 

ihrer jeweiligen Größe angegeben........................................................................................23 



 

x 

 

Abbildung 11: Analyse des Herzgewicht-Tibialänge-Verhältnisses. Die Balken zeigen 

Mittelwerte mit Standardfehler. Kontrolle = ohne Spermidin. *P < 0.05 versus Sham Gruppe 

OHNE Spermidin; #P < 0.05 versus Sham Gruppe MIT Spermidin; °P < 0.05 versus 

jeweilige Kontrollgruppe; &P < 0.05 versus TAC 3 Wochen MIT Spermidin; in den Balken 

ist die jeweilige Anzahl der Versuchstiere in der entsprechenden Versuchsgruppe 

angegeben.............................................................................................................................26 

Abbildung 12: WGA-Färbung. Typische Beispiele der Aufnahmen von den mit WGA 

behandelten Herzschnitten (40-fache Vergrößerung). In grün ist die extrazelluläre Matrix 

dargestellt.. .......................................................................................................................... 28 

Abbildung 13: Kardiomyozyten Querschnittsfläche. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte 

mit Standardfehler der jeweiligen Gruppen. Pro Herz (pro Versuchstier) wurden im 

Durchschnitt 900 bis 1500 Zellen analysiert. * P < 0.05 versus Sham-Gruppe OHNE 

Spermidin; # P < 0.05 versus Sham-Gruppe + Spermidin; § P < 0.05 versus TAC 3 Wochen 

OHNE Spermidin; Kontrolle = ohne Spermidinbehandlung; in den Balken ist die jeweilige 

Anzahl der Versuchstiere der entsprechenden Versuchsgruppe angegeben ....................... 29 

Abbildung 14: Pikrosirius (PSR) Färbung. Ausschnitte aus mit PSR gefärbten 

Herzschnitten, die als Beispiele für den jeweiligen Durchschnittswert an Kollagen (hier in 

Rot) einer Versuchsgruppe dienen sollen. ............................................................................30 

Abbildung 15: Mittelwerte und Häufigkeitsverteilungen des Kollagenanteils der 

jeweiligen Versuchsgruppen. Darstellung der Ergebnisse aus der Kollagenanalyse mittels 

Box-Plot-Diagramm. Die Striche in der Mitte stellen den Mittelwert der einzelnen Gruppen 

dar, die Boxgrenzen das 25-75%-Perzentil und die Querbalken oben und unten die 

jeweiligen Extremwerte. Ausreißer sind mittels () dargestellt. * P < 0.001 versus Sham-

Gruppe OHNE Spermidin; # P < 0.001 versus Sham-Gruppe + Spermidin; Weisse Boxen = 

ohne Spermidinbehandlung (Kontrolle), rote Boxen = spermidinbehandelte Mäuse. Unter 

den Boxen ist die jeweilige Anzahl der Versuchstiere in den entsprechenden 

Versuchsgruppen angegeben. .............................................................................................. 31



Einleitung 

 

1 

 

 

1 Einleitung 

Kardiovaskuläre Erkrankungen sind weltweit nach wie vor die Haupttodesursache (1). Laut 

Statistik Austria starb im Jahr 2008 jeder dritte Österreicher und jede zweite Österreicherin 

aufgrund einer kardiovaskulären Erkrankung, Herzinsuffizienz betrifft derzeit mehr als 

200.000 Menschen in Österreich mit steigender Tendenz (ca. 10.000 Neudiagnosen pro 

Jahr). Prognosen sehen einen weiteren Anstieg der Herzinsuffizienz-Fälle für die 

kommenden Jahre voraus, durch die erhöhte Lebenserwartung insbesondere bei älteren 

Patienten (Quelle: Statistik Austria). Die Sterblichkeit bei Herzinsuffizienz liegt mit über 50 

% innerhalb von 5 Jahren nach der Diagnose höher als bei vielen Krebserkrankungen (2).  

 

1.1 Pathophysiologie der Herzinsuffizienz 

Herzinsuffizienz kann als Folge von strukturellen sowie funktionellen Herzerkrankungen 

auftreten. Diese Erkrankungen können sowohl das Perikard, Myokard, Endokard oder auch 

große Gefäße betreffen, wobei die Mehrheit der Patienten eine Dysfunktion des 

linksventrikulären Myokards aufweist (3). Dabei kann es sich um eine Störung der 

ventrikulären Füllung oder der ventrikulären Auswurfleistung handeln. Die Beschwerden 

der Patienten umfassen häufig zunächst sehr allgemeine Symptome wie 

Belastungseinschränkung („Leistungsknick“), Abgeschlagenheit und Müdigkeit, aber auch 

Luftnot, Schwellungen der Beine und Herzrhythmusstörungen (4). Bisher ist die einzige 

Heilungsmöglichkeit bei fortgeschrittener Herzinsuffizienz die Herztransplantation. Eine 

bessere Früherkennung, neue, effektivere Therapien aber vor allem auch präventive 

Maßnahmen durch z. B. gesündere Ernährung erfordern ein tiefergehendes Verständnis der 

zellulären Mechanismen, die zur Herzinsuffizienz führen. 

 

1.1.1 Kardiales Remodeling 

Strukturelle und funktionelle Veränderungen im Myokard können verschiedene Auslöser 

haben. Zu jenen gehören unter anderem ein Myokardinfarkt, eine koronare Herzkrankheit 

(KHK), eine entzündliche Herzmuskelerkrankung (Myokarditis), eine erhöhte 

Volumenbelastung des Herzens, oder eine chronisch erhöhte Drucklast (5). Als 

Hauptverursacher der Drucklasterhöhung sind überwiegend ein chronisch erhöhter 
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arterieller Blutdruck (6,7), aber auch andere Ursachen wie z.B. eine Aortenklappenstenose, 

zu nennen, die zu einer erhöhten Beanspruchung des Myokards führen  (8,9). Um den 

systolischen Wandstress und den gesteigerten Sauerstoffbedarf, die aus der erhöhten 

Nachlast resultieren, zu reduzieren, reagiert das ventrikuläre Myokard mit einer Verdickung 

auf dem Boden einer Hypertrophie der Kardiomyozyten. Die strukturellen Veränderungen 

im „gestressten“ Myokard umfassen jedoch nicht nur die Hypertrophie der Kardiomyozyten 

sondern eine Reihe von weiteren Veränderungen, allesamt zusammengefasst unter dem 

Begriff „Remodeling“. So kommt es des Weiteren zu strukturellen Veränderungen der 

Mikrozirkulation im Myokard (10), der Extrazellulären Matrix (EZM) (11–13), sowie zu 

einem Zelltod der Herzmuskelzellen (14), die durch von Fibroblasten produziertem 

Bindegewebe ersetzt werden (Fibrose) (15,16). Jenen Umbauprozessen vorausgehend ist 

die Reaktivierung eines embryonalen Genprogrammes, welches diese adaptiven bzw. 

maladaptiven Veränderungen steuert (17). In den folgenden Absätzen wird auf die 

wichtigsten Aspekte des kardialen Remodelings näher eingegangen. 

 

1.1.2 Hypertrophie  

Hypertrophie ist eine Größenzunahme der einzelnen Muskelzellen und ist der entscheidende 

Kompensationsmechanismus des Herzens bei vermehrter (bio-)mechanischer Belastung. 

Auf zellulärer Ebene erfolgt Hypertrophie durch einer Steigerung der Proteinsynthese und 

einer vermehrten Organisation der Sarkomere (18). 

Die Geometrie des linken Ventrikels kann dabei vier verschiedene Formen annehmen (siehe 

Abbildung 1), die anhand der linksventrikulären Masse und der relativen Wandstärke 

(Verhältnis von Wanddicke zu Kammerdurchmesser) bestimmt werden: über 2/3 der 

betroffenen Patienten zeigen eine normale Ventrikelgeometrie (normale Ventrikelmasse und 

relative Wandstärke). Daneben gibt es das konzentrische Remodeling (normale 

Ventrikelmasse bei erhöhter relativer Wandstärke), eine exzentrische Hypertrophie (erhöhte 

Ventrikelmasse bei normaler relativer Wandstärke) und die konzentrische Hypertrophie 

(erhöhte Ventrikelmasse bei erhöhter relativer Wandstärke). 
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Abbildung 1: Die verschiedenen Formen der Ventrikelgeometrie bei Hypertrophie. 
Links unten: die normale Ventrikelform unter physiologischen Bedingungen (normale 

Ventrikelmasse und relative Wanddicke); links oben: konzentrisches Remodeling (normale 

Ventrikelmasse, erhöhte relative Wandstärke); rechts oben: konzentrische Hypertrophie 

(erhöhte Ventrikelmasse bei erhöhter relativer Wandstärke); rechts unten: exzentrische 

Hypertrophie (erhöhte Ventrikelmasse bei normaler relativer Wandstärke). Abgeändert nach 

Vorlage von (Rodriguez et al. 2010). 

 

 

Die beste Prognose ist mit einer normalen Ventrikelgeometrie assoziiert, während eine 

konzentrische Hypertrophie in den überwiegenden Fällen mit einer schlechten Prognose 

einhergeht. Jedoch spielt nicht nur die Geometrie des Ventrikels alleine, sondern vor allem 

die linksventrikuläre Masse hier als beeinflussender Faktor eine wichtige Rolle (19). Wann 

das Herz welche Form der Adaptation annimmt, wird sowohl von der Volumenbelastung als 

auch von den kontraktilen Eigenschaften des Myokards abhängig (20). 

Bislang ist man davon überzeugt, dass die durch Druckbelastung induzierte Hypertrophie 

der Herzmuskelzellen anfänglich ein bedeutender Kompensationsmechanismus ist. Jedoch 

kann dieser kompensierte Zustand bei anhaltender Belastung klinisch symptomatisch 

werden (durch eine systolische, diastolische oder kombinierte Dysfunktion) und sich zu 

einer manifesten Herzinsuffizienz entwickeln (21). Die systolische Herzinsuffizienz 

(gekennzeichnet durch eine verminderte Auswurfsleistung) ist im Regelfall mit einer 

exzentrischen Hypertrophie, die diastolische Herzinsuffizienz (charakterisiert durch eine 

eingeschränkte Ventrikelfüllung und normale Auswurfleistung) mit einer konzentrischen 

Hypertrophie vergesellschaftet (22). Die akute Dekompensation einer systolischen sowie 
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auch diastolischen Herzinsuffizienz ist durch einen Anstieg des diastolischen Drucks (23) 

sowie eine Dilatation des linken Ventrikels gekennzeichnet (24). 

 

1.1.3 Fibrose 

Kardiomyozyten bilden etwa zwei Drittel der gesamten Herzmuskelmasse (25), während 

zwei Drittel der Gesamtzellanzahl im Myokard von Zellen wie Endothelzellen, Fibroblasten, 

Neuronen und anderen Zellen repräsentiert werden (26). Im Herzen produzieren 

Fibroblasten Kollagen und sind somit essentiell für den Aufbau der EZM, die wiederum als 

eine Art Stützgerüst für die strukturelle sowie funktionelle Integrität des Myokards 

entscheidend ist. Fibroblasten und Kardiomyozyten sind in die EZM eingebettet und 

miteinander über eine Reihe von membranständigen Glykoproteinen (z.B. Integrine, 

Cadherine und Connexine) verbunden. Die EZM selbst präsentiert sich als ein azelluläres 

drei-dimensionales Gerüstwerk, das vorwiegend aus interstitiellem Kollagen (vor allem Typ 

I und III) und Proteoglykanen besteht.  Abgesehen von der Funktion als Stützgerüst ist die 

EZM auch für die mechanische, elektrische und chemische Signalübertragung zwischen den 

Kardiomyozyten essentiell. Angiotensin-II (AT-II) (27), TGF-β  (Englisch: Transforming 

Growth Factor-β) (28,29) sowie Entzündungsmediatoren wie IL-6 (Interleukin-6) (30) und 

weitere biochemische Signale, aber auch mechanische Kräfte (28), regen Fibroblasten an, 

die Bestandteile der EZM zu produzieren. Neben Wachstumsfaktoren sind in der EZM 

jedoch auch Matrix-Metalloproteasen (MMPs) lokalisiert, die für den Abbau von Proteinen 

und somit für eine Homöostase innerhalb der EZM sorgen. MMPs werden durch die 

Produktion von Strukturproteinen aktiviert. Beim Abbau dieser Proteine kommt es jedoch 

zu einer Entzündungsreaktion die wiederum über Zytokine Fibroblasten stimuliert, EZM-

Proteine zu produzieren. Somit handelt es sich, unter normalen Bedingungen, um einen sich 

selbstregulierenden Kreislauf.  Kommt es jedoch zu einer Störung in diesem Kreislauf (wie 

z.B. bei der chronischen Drucklasterhöhung) und das Gleichgewicht zwischen den 

stimulierenden und hemmenden Faktoren des Proteinumsatzes ist nicht mehr gegeben, wird 

überproportional viel Bindegewebe im Herzen produziert und es kommt zur myokardialen 

Fibrosierung (31). 

Die vermehrte Einlagerung von Kollagen bewirkt eine zunehmende Versteifung des 

Myokards, einhergehend mit einer verminderten Relaxation des Ventrikels und führt 

(zusammen mit der Hypertrophie der Kardiomyozyten und ischämischen Ereignissen) somit 

zu einer diastolischen Dysfunktion (mit erhaltener Pumpfunktion) oder zu einer systolischen 
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Dysfunktion, die durch eine Dilatation des linken Ventrikels mit nachfolgender 

Verschlechterung der Kontraktilität des Myokards (reduzierte Auswurffraktion) 

charakterisiert ist (32).   

 

1.1.4 Vaskuläres Remodeling 

Chronischer Bluthochdruck führt in der Mikrozirkulation zu zwei typischen Veränderungen 

(33): (1) einer Rarifizierung, also einer Dichteabnahme, des mikrozirkulären Netzwerks im 

Gewebe, und (2) zu einem vaskulären Remodeling, welches durch strukturelle 

Veränderungen von Arteriolen und Venolen eine Lumeneinengung dieser zur Folge hat.  

Die Rarifizierung kann in eine funktionelle sowie in eine strukturelle Form eingeteilt 

werden: bei der funktionellen Rarifizierung soll es aufgrund erhöhter Sensibilität auf 

vasokonstriktorische Stimuli (z.B. Noradrenalin, AT-II (34)) zu einer Gefäßverengung bis 

hin zur Nichtperfusion kommen. Die strukturelle Rarifizierung beschreibt die Abwesenheit 

von Gefäßen der Mikrozirkulation (35). 

Am vaskulären Remodeling, das durch einen chronischen Bluthochdruck ausgelöst wird, 

sind unter anderem reaktive Sauerstoffradikale (ROS, Engl. Reactive Oxygen Species), 

Entzündungsmediatoren, MMPs und das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) 

beteiligt (36). Die Hypertrophie der Kardiomyozyten führt bei gleichbleibender oder gar 

verminderter Kapillardichte zu einer verminderten Perfusionskapazität des Myokards 

(33,37) 

Chronischer Bluthochdruck gilt als Verursacher einer gestörten Minderperfusion durch eine 

Funktionsstörung der glatten Muskelzellen in den Gefäßwänden, die nur vermindert auf 

Vasodilatoren wie Acetylcholin, CRGP (Engl. Calcitonin Gene-Related Peptide) oder lokale 

Wärmeapplikation (38) sowie Stickstoffmonoxid (NO, Engl. Nitric Oxide) reagieren. 

Verstärkt wird das Problem durch eine Inaktivierung von NO durch freie Sauerstoffradikale 

(39), welche unter mechanischer Belastung sowohl von Endothelzellen als auch von 

Kardiomyozyten (von den Mitochondrien) vermehrt freigesetzt werden (40). 
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1.1.5 Zelltod 

Im Rahmen des linksventrikulären Remodelings kommt es zu einem sukzessiven Verlust 

von Kardiomyozyten (14,41), die durch Bildung/Produktion von neuem Bindegewebe 

(durch Fibroblasten) ersetzt werden. Dieser Zellverlust steht in unmittelbarem 

Zusammenhang mit dem Übergang einer kompensierten zu einer dekompensierten 

Hypertrophie (42). Bei diesem Vorgang sind alle drei Formen des Zelltods, oft mit sich 

überlappenden Grenzen, beteiligt: Apoptose, Nekrose und Autophagie-assozierter Zelltod 

(siehe Abbildung 2).  

  

 

Abbildung 2: Formen des Zelltods. Bei der Apoptose (programmierter Zelltod) kommt es 

zum Schrumpfen der Zelle und einer Fragmentierung des Zellkerns. Die Nekrose geht mit 

einer Zellschwellung einher, gefolgt von einer Ruptur der Plasmamembran und Freisetzen 

der Zytoplasmabestandteile. Der Autophagie-assoziierte Tod stellt eine komplizierte 

Sonderform dar, mit oft vorausgehendem Versuch der Zelle, einer Erschöpfung der 

Energiereserven entgegenzuwirken. Abgeänderter nach Vorlage von (Hotchkiss et al. 2009). 
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Die Apoptose ist ein genau regulierter Prozess, der entweder durch extrinsische (z. B. durch 

die Bindung von Fas oder TNF-α an ihre membranständigen Rezeptoren) oder intrinsische 

(z. B. Hypoxie, Ischämie-Reperfusion und oxidativer Stress) Stimulation aktiviert wird 

(43,44). Vor allem Proteasen aus der Caspase-Familie spielen bei der apoptotischen 

Signalkaskade eine bedeutende Rolle. Im Rahmen von kardiovaskulären Erkrankungen kann 

die durchschnittliche Apoptoserate bis zu fast 1% betragen. Dies ist eine beträchtliche 

Steigerung, da davon ausgegangen wird, dass Kardiomoyzyten unter Normbedingungen 

keine Apoptose eingehen (42,45,46).  

Auch bei der Nekrose handelt es sich um einen teilweise regulierten Zelluntergang, welcher 

mechanischen und chemischen Zellschädigungen folgt. Vor allem die insuffiziente 

Sauerstoffversorgung der hypertrophen Kardiomyozyten schädigt Mitochondrien, was zu 

einem verminderten intrazellulären ATP-Spiegel und somit zu einer Störung der 

Kontraktilität der Zellen führt. Der nekrotische Zelltod ist durch eine Zellschwellung bis hin 

zur Membranruptur und Freisetzung des Zellinhalts gekennzeichnet. Diese ruft eine 

Entzündungsreaktion mit pathologischen Konsequenzen für die umliegenden Zellen hervor 

(47). 

Wann es zur Apoptose und wann zur Nekrose kommt, ist bisher noch nicht ganz geklärt. Ein 

entscheidender Faktor könnte dabei der intrazelluläre ATP-Vorrat sein. Da Apoptose ein 

ATP-abhängiger Prozess ist, könnte bei niedrigen ATP-Levels der nekrotische Zelltod eine 

größere Rolle spielen.  

Der Autophagie-vermittelte Zelltod wird in den folgenden Kapiteln, die das Thema 

Autophagie behandeln, näher beschrieben.  

 

1.2 Autophagie – ein körpereigener Recyclingmechanismus 

 

1.2.1 Grundlegendes 

Autophagie (zusammengesetzt aus den griechischen Worten „auto“ für „selbst-“ und 

„phagein“ für „essen“) bezeichnet einen Prozess, bei dem Zytoplasmabestandteile, 

Organellen (z. B. geschädigte Mitochondrien) und Proteine (z. B. toxische Proteinaggregate) 

mithilfe von Lysosomen abgebaut werden. Dieser Abbauprozess ist als wesentlicher Faktor 

in eine Reihe physiologischer sowie pathologischer Prozesse im Körper involviert, wie etwa 

dem Zellwachstum, Zelltod, dem Altern und der Immunabwehr. Drei Formen der 
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Autophagie sind bisher bekannt: Mikroautophagie, Makroautophagie (weiter „Autophagie“ 

benannt) und die Chaperon-vermittelte Autophagie (48–50). 

Der Autophagie-Prozess startet mit der Phagophore, einer Isolationsmembran, die im 

Zytoplasma nahe dem endoplasmatischen Retikulum Zytoplasmaportionen umschließt und, 

nun Autophagosom genannt, vom Rest des Zellinneren abkapselt. Das Autophagosom, 

inzwischen von einer Doppelmembran umgeben, dockt schließlich an ein Lysosom an, 

fusioniert mit diesem und setzt seinen Inhalt frei. Im Inneren dieses sogenannten 

Autolysosoms (oder Autophagolysosoms) werden Zellbestandteile mittels Hydrolasen 

abgebaut und dann erneut ins Zytosol abgegeben (siehe Abbildung 3). 

 

 

 

Abbildung 3: Mechanismus der Autophagie. Eine Isolationsmembran (Phagophore) 

umschließt Portionen von Zytoplasma und bildet das von einer Doppelmembran umgebene 

Autophagosom. Durch Andockung an ein Lysosom kommt es zur Bildung des 

Autophagolysosoms und zum Abbau der Zytoplasmabestandteile. Dieser Vorgang kann der 

Zelle u.a. zur Bereitstellung von Energie dienen. Abgeändert nach Vorlage von  (Meléndez 

& Levine 2005). 

 

 

Autophagie dient somit dem Abbau und Recycling von Zellbestandteilen (die gewonnene 

Energie wird der Zelle zugeführt) sowie der Qualitätskontrolle und dem Umsatz von 

Proteinen und Zellorganellen. Sie ist daher unabdingbar für die strukturelle und funktionelle 

Homöostase innerhalb einer Zelle.  Autophagie wirkt als Mitbestimmer über Leben und Tod 

einer Zelle, und eine Beeinträchtigung dieses Signalweges hat schwerwiegende Folgen wie 

abnormales Zellwachstum oder Zelltod zur Folge (51).  

Autophagie ist in Perioden von Nahrungskarenz (52), bei einem Mangel an 

Wachstumsfaktoren (53), bei ER-Stress (u.a. durch die Akkumulation missgefalteter 
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Proteine, (54)), durch pathogene Infektionen (55–57), oxidativen Stress (58–60) und bei 

körperlicher Aktivität hochreguliert (61). Autophagie dient so der Aufrechterhaltung 

zellulärer Energielevel und somit dem Zellüberleben (62–64). 

 

1.2.2 Autophagie im Herzen unter Normbedingungen 

Im Herzen herrscht unter normalen Bedingungen ein basaler Level an Autophagie, welcher 

für den Umsatz von Organellen zuständig ist. Freie Sauerstoffradikale, die, gebildet unter 

dem Stimulus einer zunehmenden Druckbelastung, immer mehr zur Behinderung der 

Zellaktivität führen, greifen vor allem Zellen mit hohem Sauerstoffbedarf an. Gebildet 

werden ROS dabei überwiegend/hauptsächlich von Mitochondrien, die vermehrtem Stress 

ausgesetzt sind (65). Der Umsatz von Mitochondrien ist ein dynamischer Prozess der durch 

ein Zusammenspiel von Zerfall und Vereinigung gekennzeichnet ist. Die Vereinigung von 

Mitochondrien ist ein selektiver Prozess, der wiederum über ihren Zerfall mitbestimmt. 

Beschädigte/Defekte Mitochondrien werden anschließend zu den Zielscheiben der 

Autophagie (66), ein Prozess der als „Mitophagie“ bezeichnet wird. Mitophagie dient als 

Qualitätskontrolle der Mitochondrien und ist somit besonders für Zellen mit hohem 

Sauerstoffbedarf sowie einer langer Lebensdauer (wie Kardiomyozyten) essentiell.  

Neben der Qualitätskontrolle von Mitochondrien gehören zu den kardioprotektiven 

Eigenschaften der Autophagie noch die ATP-Produktion und Proteinsynthese, die 

Regulierung des Redoxsystems und der zellulären Ionenhomöostase sowie die Elimination 

von akkumulierten (toxischen) Proteinaggregaten (67–69). 

 

1.2.3 Autophagie im Herzen bei chronischer Druckbelastung 

Bisher ungeklärt ist die Frage, ob Autophagie im Herzen unter Druckbelastung protektiv 

oder maladaptiv ist. Die Studie von Zhu et al. (2007) zeigte im Herzen einen Anstieg von 

Autophagie unter Druckbelastung. Dabei kommt es in der Frühphase zu einem drastischen 

Anstieg der Autophagieaktivität, die jedoch im Laufe der Erkrankung wieder abnimmt, 

jedoch konstant erhöhte Level verglichen mit der Kontrollgruppe zeigt. Diese Studie zeigte 

auch, dass es bei einer Hemmung der Autophagie zu einem verminderten Remodeling 

kommt, umgekehrt verursacht eine Überexpression von Beclin (das humane Ortholog zu Atg 

6 in Hefezellen) ein gesteigertes Remodeling unter chronischer Nachlasterhöhung. Dies 

führte zum Konzept bzw. zur Theorie, dass Autophagie einen schädlichen Einfluss auf die 

Herzinsuffizienz ausübt und sogar zum Zelltod führen kann. 
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Gleichzeitig existieren aber auch die kardioprotektiven Eigenschaften von Autophagie, wie 

die Entfernung von beschädigten Proteinen und Organellen aus der Zelle, die Erhaltung der 

zellulären Homöostase und somit die Verhinderung von Apoptose, sowie die Beschaffung 

von ATP, welches besonders bei Druckbelastung von den Kardiomyozyten in höherem 

Maße benötigt wird (70). Die Mehrbelastung führt in den Herzmuskelzellen zu einer 

Anhäufung von missgefalteten Proteinen, die zytotoxisch sind, und als potente Stimulatoren 

der Autophagie agieren. Somit kann in frühen Phasen einer Herzinsuffizienz ein Abbau 

dieser für die Kardiomyozyten schädlichen Abfallprodukte mittels Autophagie gewährleistet 

werden. Dasselbe gilt auch für defekte Mitochondrien, die mittels Autophagie eliminiert 

werden. Kommt es jedoch zu einem exzessiven Abbau von Mitochondrien, kann das 

wiederum negative Effekte auf Kardiomyozyten haben und schlussendlich zu Autophagie-

vermitteltem Zelltod führen (71). Somit gilt die Modulation (Aktivierung) der Autophagie 

als vielversprechender Therapieansatz zur Behandlung von durch Drucküberlast induzierten 

Herzkrankheiten (z.B. Herzinsuffizienz). Jedoch ist unbekannt, welches Maß an Autophagie 

notwendig ist, um eine schützende Funktion auf das Herz in Stresssituation auszuüben, und 

welche potenziellen Modulatoren existieren, die eine Steigerung der Autophagieaktivität im 

Herzen bewirken. 
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1.3 Spermidin – Ein Stimulator der Autophagie 

1.3.1 Polyaminbiosynthese 

Spermidin gehört zusammen mit Putrescin und Spermin zur Gruppe der biogenen Polyamine 

(Abbildung 4), welche in nahezu allen eukariotischen Zellen, einschließlich die des 

Menschen, vorkommen (72). 

 

Abbildung 4: Biogene Amine. Oben angeführt sind die Strukturformeln der natürlich 

vorkommenden Polyamine: Putrescin, Spermidin und Spermin. Abgeändert nach Vorlage 

von (Minois, Carmona-Gutierrez & Madeo, 2011). 

 

 

Polyamine werden über verschiedene Wege synthetisiert; so gibt es die zelluläre in situ 

Biosynthese aus Aminosäuren und die Herstellung durch die bakterielle Darmflora. Eine 

Hauptzufuhrquelle von Polyaminen stellt die tägliche Ernährung dar, vor allem sind hier die 

mediterrane sowie die asiatische Diät, die besonders polyaminreich sind, zu erwähnen.  

Höhere Polyaminkonzentrationen sind in pflanzlichen Produkten wie z.B. Brokkoli, 

Blumenkohl, Sojabohnen und Grapefruits enthalten, aber auch in Hühnerfleisch (73–76). 

Die Aufnahme der Polyamine erfolgt hauptsächlich über die Darmmukosa (77).  Für die in 

situ Biosynthese der drei Polyamine (Putrescin, Spermidin und Spermin) werden die 

Aminosäuren Methionin und Arginin benötigt (siehe Abbildung 5).  
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Abbildung 5: Polyamin-Stoffwechsel. In grün: Polyamin-Biosynthese, ausgehend von den 

Aminosäuren Methionin und Arginin; in blau: Polyamin-Abbau; in rot: hemmendes Protein; 

Polyamine können untereinander interkonvertiert werden: Spermidin entsteht als 

Zwischenprodukt bei der Bildung von Spermin aus Putrescin. Abgeändert nach Vorlage von 

(Minois, Carmona-Gutierrez & Madeo 2011).  

 

 

1.3.2 Wirkungsweise von Spermidin 

Spermidin (und seine verwandten Polyamine) spielt eine essentielle Rolle bei der 

Proliferation und Differenzierung von Säugetierzellen sowie für die Zellfunktion.  Auf 

zellulärer Ebene stabilisiert Spermidin die DNA sowie die Chromatinstruktur (Histon-

Acetylierung) und beeinflusst die Regulation von einigen Transkriptionsfaktoren sowie die 

Proteinsynthese (78–82). Ein lebensverlängernder Effekt auf Säugetierzellen und andere 

lebende Organismen, sowie eine negative Korrelation mit dem Auftreten von 

kardiovaskulären Erkrankungen ist beschrieben worden (83,84). 

Versuche an ischämischen neonatalen Kardiomyozyten von Ratten, die anschließend 

reperfundiert wurden, zeigten, dass Spermidin zu einer allgemein höheren 

Funktionsfähigkeit dieser Zellen, sowie zu einer geringeren Apoptoserate führt.  

Spermidinbehandelte Kardiomyozyten zeigten geringere intrazelluläre 

Kalziumkonzentrationen sowie weniger Cytochrom c Freisetzung unter I/R-Bedingungen 

als die Kontrollgruppe (85). Stefanelli et al. (2000) zeigten wiederum in ihrer Studie, dass 

Spermidin, wenn auch nur in geringer Ausprägung, die direkte Freisetzung von Cytochrom 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Carmona-Gutierrez%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21869457
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Madeo%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21869457
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c aus kardiomyozytären Mitochondrien induziert.  Dieser Prozess, der für die Aktivierung 

der Caspase-Kaskade wesentlich ist, führt zur Apoptose (86). Die Rolle von Spermidin im 

Metabolismus von Kardiomyozyten bleibt umstritten, ebenso wie die Interpretation von 

erhöhten Spermidinkonzentrationen in Kardiomyozyten unter pathologischen Bedingungen. 

Um herauszufinden ob Spermidin vorrangig protektive oder maladaptive Eigenschaften hat, 

ist mehr Forschung auf diesem Gebiet notwendig (87).  

 

1.3.3 Autophagie-unabhängige Effekte von Spermidin 

Spermidin gilt als ein Hemmer der neuronalen NO-Synthase (NOS) (88,89). Jedoch zeigte 

sich erst kürztlich, dass Spermidin in Ratten den Gedanken-Verarbeitungsprozess im 

Hippocampus stimuliert und vieles spricht dafür dass dieser Effekt über das Enzym NO-

Synthase vermittelt wird. Die neuronale NOS und endotheliale NOS sind bei der Produktion 

des Neurotransmitters Stickstoffmonoxid im Hippocampus entscheidend. In der Studie von 

Guerra et al. (2006) resultierte eine Hemmung der NOS in einem Verlust der positiven 

Effekte von Spermidin auf den Gedanken-Verarbeitungsprozess (90). Dies spricht also 

wiederum für eine Stimulation der NOS durch Spermidin. Das durch die drei Unterarten der 

NOS gebildete Stickstoffmonoxid ist ein entscheidendes Signalmolekül im kardiovaskulären 

System. Es wirkt gefäßerweiternd (vasodilatativ), antithrombotisch und hemmt die 

Leukozytenadhäsion an der Gefäßwand. Eine niedrige Bioverfügbarkeit von NO ist mit dem 

Auftreten von kardiovaskulären Erkrankungen vergesellschaftet. Im Herzen ist die Funktion 

von NO durchaus komplex: während es bei einem NO-Mangel zu einer Gefäßverengung mit 

resultierender Minderversorgung des Myokards kommt, führen hohe Level von NO, wie sie 

u.a. bei Herzinsuffizienz gefunden werden, zu einem Verlust von Kardiomyozyten sowie zu 

Kontraktilitätsstörungen. Des Weiteren verschlechtert NO im Herzen bei β-adrenerger 

Stimulation die Reizantwort und führt zu einer vermehrten Bildung von ROS (91,92). Für 

detaillierte Informationen über NO und seine kardialen Effekte sind u.a. die Reviews von 

Cotton, Kearney & Shah (2002) bzw. von Dobutovic (2011) empfehlenswert. 

Die Komplexität der kardialen Effekte von NO lässt bewusst werden, dass es weiterer 

Forschung bedarf um die Rolle von Spermidin nicht nur im Hinblick auf NO, sondern 

darüber hinaus im Zusammenhang mit einer Herzinsuffizienz, zu identifizieren
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2 Hypothese 

Die vorliegende Arbeit ist der Frage nachgegangen, ob eine orale Spermidingabe protektive 

Effekte auf das Herz unter erhöhter Drucklast ausübt. Hierfür wurden Wildtypmäuse 

(C57BL/6) verwendet, die einer Aortenkonstriktion (TAC, Engl. Transverse Aortic 

Constriction) unterzogen worden waren um die Drucklast zu erhöhen und somit 

Hypertrophie und Herzinsuffizienz zu induzieren (Rockmann et al., 1991).  

 

Abbildung 6: Hypothese. Spermidinbehandelte und Kontroll- (keine Spermidingabe) 

Wildtyp-Mäuse wurden TAC unterzogen um die Drucklast zu erhöhen. Chronische 

Drucküberlast führt zum kardialen Remodeling, gekennzeichnet/charakterisiert durch 

Hypertrophie und vermehrte Fibrose. Wir haben die Auswirkungen einer 

Spermidinbehandlung anhand der Analyse von eventuellen Veränderungen der Parameter 

Fibrose und Hypertrophie getestet. Ein langsameres Fortschreiten der pathologischen 

Veränderungen könnte auf kardioprotektive Effekte von Spermidin und einen verlangsamten 

Übergang zur dekompensierten Herzinsuffizienz hinweisen. Gesteigerte/erhöhte 

Autophagierate und/oder erhöhte NO-Bioverfügbarkeit im Herzen werden als potenzielle 

Mechanismen für Spermidineffekte verantwortlich gemacht. HI = Herzinsuffizienz; Spd = 

Spermidin; NO = Stickstoffmonoxid; Abgeändert nach Vorlage von (Anand 2008) & 

(Nishida et al. 2009)
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3   Material und Methoden 

3.1  Mäuse und Spermidingabe 

Für die Versuche wurden Wildtyp C57BL/6 Mäuse (WT) verwendet. Nach dem Absetzen 

vom Muttertier (Tag 28) begann bei der Hälfte der Mäuse eine orale Spermidingabe, welche 

bis zur Euthanasie der Tiere fortgesetzt wurde (Abbildung 7). Dem Trinkwasser der 

Versuchsgruppe wurden 3 mM Spermidin beigemischt um eine stressfreie und konstante 

Applikation ad libitum zu ermöglichen. Die Dosierung entsprach einer polyaminreichen 

Nahrungsaufnahme (84). Die Überprüfung der Spermidinaufnahme fand zwei Mal 

wöchentlich mittels Kontrolle des Trinkwasserkonsums der Versuchstiere statt. Die 

Kontrollgruppe bekam über den Versuchszeitraum hinweg unbehandeltes (Spermidin-

freies) Trinkwasser (Abbildung 7).  

 

 

Abbildung 7: Experimenteller Plan. 
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3.2 Transversale Aortenkonstriktion (TAC) 

Die Methode der transversalen Aortenkonstriktion (TAC, Engl. transverse aortic 

constriction) ist bei Mäusen die gängige Methode um eine drucklastinduzierte 

Herzhypertrophie und (schlussendlich) ein Herzversagen herbeizuführen (93). Die 

Verengung der Hauptschlagader auf Höhe des Aortenbogens stellt eine Imitation einer 

menschlichen Aortenstenose dar, mit den dementsprechenden pathologischen 

Konsequenzen für das Herz (94). Die Versuchstiere im Alter von 8-12 Wochen (Männchen 

mit einem Körpergewicht von 24±1 Gramm, Weibchen mit einem Körpergewicht von 20±1 

Gramm) wurden von Dr. Simon Sedej (Abteilung für Kardiologie) operiert (33). 

Nach dem Einleiten der Narkose mittels Ketanest® (Pfizer, USA) und Xylazin (Bayer, 

Deutschland) erfolgte der Hautschnitt auf Höhe des Sternums und, nach einer Sternotomie, 

die schrittweise Präparation der transversalen Aorta zwischen dem Truncus 

brachiocephalicus und der linken Arteria carotis communis. Nach Darstellung und 

Mobilisierung des Aortenbogens wurde anschließend ein chirurgischer Faden der Stärke 6-

0 unter der Aorta hindurchgeführt, eine stumpfe Nadel (27 Gauge, als Abstandhalter) auf die 

Aorta gelegt und der Faden um Aorta und Abstandhalter verknotet (Abbildung 8). Nach 

Entfernung des Abstandhalters erfolgte der Hautverschluss.  

 

 

Abbildung 8: Transversale Aortenkonstriktion (TAC). Links: Die Aortenkonstriktion 

wurde mithilfe eines Fadens (s) durchgeführt. Dieser wurde auf Höhe der thorakalen Aorta 

(Ao), zwischen dem Ursprung des Truncus brachiocephalicus (ria) und der linken Arteria 

carotis communis (lcca) angelegt und verknotet. (LV: linker Ventrikel); Rechts: Vor und 

nach erfolgter TAC. Eine 27-Gauge Nadel (Abstandhalter) wurde verwendet um das 
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Ausmaß der Aortenkonstriktion zu standardisieren. Abgeändert nach Vorlage von (Yamada 

et al., 2006). 

 

 

Im Gegensatz dazu wurde bei der Kontrollgruppe, welche einer Sham-Operation unterzogen 

wurde, die transversale Aorta lediglich dargestellt und mobilisiert, dies gefolgt von einem 

Hautverschluss.  

Durch die Durchführung der TAC-Operation erwartete man sich nach 3 Wochen Zeichen 

eines kardialen Remodelings, wie etwa eine Zunahme des relativen Herzgewichts und des 

interstitiellen Kollagengehalts (95).  

Die postoperative Nachsorge umfasste eine Schmerzbehandlung mittels dem Novalgin®-

Wirkstoff Metamizol (Sanofi-Aventis, Deutschland) im Trinkwasser (15 Tropfen/100 ml 

Trinkwasser über eine Woche) unter gleichzeitiger Beobachtung der Tiere auf Anzeichen 

von Schmerzen, Wundheilungsstörungen oder akuter Herzinsuffizienz.  

 

3.3  Versuchsgruppen 

Insgesamt ergaben sich 6 zu vergleichende Versuchsgruppen: 

- 3 Wochen nach Sham, ohne Spermidinbehandlung (Sham, 3w, -Spd) 

- 3 Wochen nach Sham, mit Spermidinbehandlung (Sham, 3w, +Spd) 

- 3 Wochen nach TAC, ohne Spermidinbehandlung (TAC, 3w, -Spd) 

- 3 Wochen nach TAC, mit Spermidinbehandlung (TAC, 3w, +Spd) 

- 6 Wochen nach TAC, ohne Spermidinbehandlung (TAC, 6w, -Spd) 

- 6 Wochen nach TAC, mit Spermidinbehandlung (TAC, 6w, +Spd) 

 

Da bei Sham-Mäusen keine Veränderungen am Herzen (z. B. Hypertrophie und Fibrose) 3 

bzw. 6 Wochen nach dem chirurgischen Eingriff erwartet wurden (95), wurde nur eine Sham 

Gruppe in die Studie einbezogen. 
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3.4  Schnittherstellung 

Mit dem Rotationsmikrotom COOLCUT HM360 (MICROM International GmbH, 

Deutschland) wurden die in Paraffin eingebetteten Herzen zu Schnitten (Tranversalebene, 

kurze Achse) von jeweils 5 Mikrometer Schichtdicke prozessiert. Dabei wurde darauf 

geachtet, dass sämtliche Herzschnitte auf Höhe der Papillarmuskeln gefertigt wurden um 

eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewährleisten.  

 

3.5  Färbungen  

3.5.1 Pikrosiriusrot-Färbung (Kollagenanteil)  

Für die Darstellung des myokardialen Kollagengehalts wurden die Herzschnitte mit 

Pikrosirius-Rot (PSR) gefärbt.  Pikrosirius-Rot ist ein Farbstoff, der spezifisch an 

Kollagenfasern bindet und diese in einem gelbrot bis roten Farbton darstellt (96). Mit dem 

Färbeautomat Tissue-Tek® DRS™ 2000E-D2 (SAKURA, Japan) konnte die PSR-Färbung 

der Herzschnitte, nach 20-minütigem Verweilen im Brutschrank bei 64°C, automatisiert 

durchgeführt wurden. Das Färbeprotokoll beinhaltet zu allererst das Entparaffinieren in  

Xylol und einer absteigenden Ethanolreihe, gefolgt von einer Spülung in destilliertem 

Wasser. Die Schnitte werden dann erst in Phosphomolybdän-Säure inkubiert und 

anschließend gefärbt, wobei hierfür die Schnitte für 60 bis 90 Minuten in einem Gemisch 

aus Sirius-Rot und mit Pikrinsäure gesättigtem Wasser ruhen. Anschließend wurden die 

Schnitte in 0,01 M HCl gewaschen. Zum Abschluss erfolgte eine Entwässerungsreihe, 

bestehend aus 100% Ethanol (3 Durchgänge à 3 Minuten) und Xylol (Ein Durchgang à 3 

Minuten). Die Objektträger wurden nach dem Färbevorgang bei noch feuchtem Zustand der 

Herzschnitte mit GLC™ Mounting Medium (Sakura, Niederlande) versehen, mit 

Deckgläsern luftdicht verschlossen und über Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. 

Reagenzien wurden von Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Österreich) gekauft, wenn nicht 

anders hingewiesen. 

 

3.5.2 Fluoreszenzfärbung (Extrazelluläre Matrix) 

Zuerst wurden die Schnitte für etwa 30 Minuten bei 64°C im Brutschrank gelagert und in 

einer anschließenden Entparaffinierungsreihe, bestehend  aus Xylol und Ethanol in 

absteigenden Konzentrationen, entparaffiniert. Als nächstes folgte die Antigendemaskierung 
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(oder auch „Antigen Retrieval“). Da viele Epitope durch die Fixierung und die 

Paraffineinbettung der Gewebe ihre Eigenschaft verlieren, von komplementären 

Antikörpern ausreichend gebunden zu werden, soll eine Epitopdemaskierung (sogenanntes 

Antigen-Retrieval) dazu dienen, diese abgeschwächte oder verlorengegangene 

Immunreaktivität wiederherzustellen um ein zufriedenstellendes Färbeergebnis zu 

gewährleisten. Für das Antigen-Retrieval wurde die Dako® Target Retrieval Solution mit 

pH 9 (Dako, Dänemark) verwendet. Die Demaskierung selbst wurde mittels der Decloaking 

Chamber DC2002  (Biocare Medical, USA) durchgeführt. Die Target Retrieval Solution 

wurde erst 1:10 mit Pufferlösung verdünnt und der pH der Lösung mittels Salzsäure auf 6,1 

eingestellt. 

Die Objektträger wurden in ein Coplin Gefäß, gefüllt mit der Target Retrieval Solution, und 

dieses dann in die Decloaking Chamber gegeben. Hier wurden die Schnitte dann bei 120°C 

für 20 Minuten inkubiert und anschließend für weitere 10 Minuten auf 85°C abgekühlt. In 

PBS wurden die Schnitte weiter abgekühlt und anschließend mit destilliertem Wasser 

gespült.  

Für die Färbung der extrazellulären Matrix und somit der indirekten Darstellung der 

Kardiomyozytengröße wurde Wheat-Germ-Agglutinin (WGA), getaggt mit dem 

Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor® 488 (Invitrogen, USA), benutzt. WGA bindet an 

Sialinsäuren sowie N-Acetyl-Glycosaminoglykanen, beide Bestandteile der 

Plasmamembran. Unter Licht mit einer maximaler Exzitationslänge von 495 Nanometer und 

maximalen Emissionslänge von 519 Nanometer stellt es die extrazelluläre Matrix in grüner 

Farbe dar. Zu allererst erfolgte die Mischung einer Stammlösung. Hierbei wurde WGA 1:1 

mit PBS gemischt und bei -20°C lichtgeschützt gelagert. Für die Färbung selbst wurde eine 

1:100 Verdünnung der benötigten Menge an Stammlösung mit PBS angefertigt und auf die 

noch feuchten Herzschnitte aufgetragen. Dabei wurden die Herzschnitte, zur präziseren 

Applikation der Färbelösung, vorher mit einem Dako® PAP-Pen (Dako, Dänemark) 

umrandet. Die Objektträger wurden anschließend über Nacht in einer feuchten Kammer bei 

4°C gelagert. Am darauffolgenden Tag wurden die Objektträger mit ProLong® Gold 

Antifade Reagent betropft und mit Deckgläsern luftdicht verschlossen. Dabei wurden die 

Ränder der Deckgläser mit Nagellack bestrichen und die Objektträger zum Trocknen des 

Nagellacks je nach Bedarf lichtgeschützt im Kühlschrank verstaut. 
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3.6  Bilddarstellung und Bildaufnahme 

3.6.1 Aperio Scanner 

Die mit Pikrosirius-Rot gefärbten Schnitte wurden mithilfe des Aperio ScanScope™ Model 

T3 (Aperio Technologies Inc., Model T3, USA) und einem Plan Apo Objektiv mit 20-facher 

Vergrößerung, NA (Numerical aperture) = 0,75; Nikon, Japan) eingescannt und als TIF-

Format gespeichert (Software: ScanScope Console). Mittels der Software Image Scope 

konnten die Bilder zusätzlich bearbeitet werden (z.B. Entfernung von überschüssigem 

Rand). 

 

3.6.2 Fluoreszenzmikroskop 

Für das Einscannen der mit WGA behandelten Schnitte wurden das Fluoreszenzmikroskop 

Olympus BX51 (UPlanApo-Objektiv, 40-fache Vergrößerung, NA = 0,85; Olympus, Japan) 

mit dem dazugehörigen digitalen Kamerasystem DP71 verwendet. (Software: CellD; 

Olympus, Japan, Version 3.4) Von jedem Herzschnitt wurden an jeweils fünf Regionen im 

linken Ventrikel eine Bildaufnahme angefertigt und Bilder als TIF-Format gespeichert.  

 

3.7  Analytische Methoden 

3.7.1 Analyse des Kollagengehalts 

Um eine quantitative Angabe über das Ausmaß an Kollagenfasern pro Herzschnitt geben zu 

können, wurden jedes Bild in Image J aufgerufen, dupliziert und die Duplikatur wie folgend 

verändert/prozessiert: Eventuelle Störfaktoren, wie Schmutz und intraluminale Erythrozyten 

wurden erst mittels Clear-Funktion entfernt. Danach wurde ebenso der überschüssige 

Bildrand rund um die Grenzen des Herzgewebes entfernt. Das Bild wurde anschließend im 

RGB (red-green-blue)-Modus aufgerufen und das „Green“-Bild zur anschließenden Analyse 

gewählt, da dieses den besten Kontrast ergab. 

Für die verblindete Analyse wurden die Messkriterien (veränderbar unter Set Measurements) 

Area (Gesamtfläche des Bildes) sowie Area fraction (gefärbter Bildanteil) miteinbezogen. 

Anschließend wurde die Schwelle der Rot-Markierung von kontrastreicherem Gewebe (in 

unserem Falle das Kollagengewebe, aber auch Störfaktoren wie Gewebsüberlappungen, 



Material und Methoden 

21 

 

Erythrozyten, etc.) mittels Threshold-Funktion  individuell/manuell gesetzt. Dabei wurde 

das Duplikat im Green-Modus kontinuierlich mit dem Originalbild der PSR-Färbung 

verglichen. Sobald das Maß an Rot-Markierung auf dem bearbeiteten Duplikat in etwa dem 

der rotgefärbten Kollagenfasern auf dem Original entsprach, wurde mittels Measure-

Funktion der Gehalt an markiertem Bildanteil berechnet. Anschließend wurde die Schwelle 

der Rot-Markierung erneut erhöht bis der gesamte Herzschnitt, mit Ausnahme von 

Ventrikellumen, größerer Gefäßlumina sowie eventuell beim Schneiden entstandener Risse, 

rotmarkiert war. Erneut wurde der rotmarkierte Bildanteil mittels Measure-Funktion 

gemessen (Abbildung 9). Der Kollagenanteil am Myokard wurde dann mittels der folgenden 

Formel berechnet:  

Kollagenanteil= (
der Gesamtanteil des rot gefärbten Kollagengewebes

der Gesamtanteil des Herzschnittes
) ∗ 100% 

 

Zu jedem Herz ergaben sich so 4 verschiedene Werte aus welchen schlussendlich ein 

Mittelwert berechnet wurde. 
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Abbildung 9: Kollagenanalyse mittels Image J. (a) Originalbild der PSR-Färbung vor der 

Analyse. Eine Duplikatur (b) wurde hinsichtlich ihres Kontrastes verändert und das 

kollagene (kontrastreichere) Gewebe () rot angefärbt bis es in etwa dem Ausmaß an 

Kollagen in dem Originalbild (a) entsprach. Anschließend wurde das gesamte Herzgewebe 

mit Ausnahme von Ventrikelvolumen und größerer Gefäßlumina (*) angefärbt. (d) Setzen 

der individuellen Schwelle für das Ausmaß der Rotfärbung in den Bildern. (e) Ergebnisse 

vom Kollagenanteil (Bild b) und Herzschnittanteil (Bild c) im Vergleich zur gesamten 

Bildfläche. 

 

 

3.7.2 Analyse der Kardiomyozytengröße 

Für die Analyse der Querschnittsflächen der Kardiomyozyten wurden die Aufnahmen der 

mit WGA behandelten Herzschnitte verwendet. Auf diesen zeigten sich Zellmembranen 

sowie extrazelluläre Matrix grün, während die Kardiomyozyten selbst ungefärbt (schwarz) 

waren (siehe Abbildung 10a). 
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Für die Analyse der Kardiomyozytengröße wurden folgende Einschlusskriterien gewählt: 

Die Strukturen mussten eine Größe von 70 bis 1000 Pixel (entsprachen in etwa einer 

tatsächlichen Größe von 15 bis 215 Mikrometer Durchmesser) und eine gewisse „Rundheit“ 

in ihrer Form vorweisen um in die Messung miteinbezogen zu werden („circularity“ = 0,2 – 

1,00).  

Ergebnis zu jedem Bild waren eine grafische Darstellung der in die Analyse 

miteinbezogenen Zellen (siehe Abbildung 10b-c) sowie eine Liste mit den dazugehörigen 

Messergebnissen (siehe Abbildung 10d). Aus dieser Liste wurden aus sämtlichen gezählten 

Zellgrößen Mittelwerte für jedes Herz berechnet. 

Von der Analyse ausgeschlossen wurden: unvollständige Zellen (bei welchen nur ein Teil 

der Zelle auf dem Bild zu sehen war); Strukturen mit einer Größe kleiner als 70 Pixel (<15 

µm) und größer als 1000 Pixel (>215 µm); Strukturen die nicht das notwendige Maß an 

„Rundheit“ aufwiesen („circularity“ < 0,2). 

 

Abbildung 10: Analyse der Kardiomyozytengröße. (a) Originalaufnahme von einem mit 

WGA gefärbten Herzschnitt unter dem Fluoreszenzmikroskop. In schwarz sind die einzelnen 

Kardiomyozyten zu sehen, umgeben von extrazellulärer Matrix, hier grün. (b) und (c) zeigen 

die Analyse der CSA in Image J. Mittels Makro wurden die Kardiomyozyten einzeln erfasst 

und nummeriert. Nicht vollständig auf dem Bild abgebildete Zellen wurden aus der Analyse 

ausgeschlossen. (d) zeigt einen Ausschnitt aus der Liste von Ergebnissen, die zu jedem 

Herzschnitt geliefert wurde. Sämtliche Zellen, die von dem Makro erfasst wurden, sind mit 

ihrer jeweiligen Größe angegeben. 
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3.8 Statistische Analyse 

Für die statistische Auswertung wurde die Software SigmaPlot® (Systat Software Inc, USA) 

verwendet.  

Mittels Shapiro-Wilk-Test, dem Signifikanztest der Wahl bei einer Stichprobenmenge < 50,  

wurden die Daten auf Normalverteilung überprüft (P < 0,05). Zur Bestimmung von 

Signifikanzunterschieden zwischen den Gruppen wurde eine 2-Wege-ANOVA (Engl. 

Analysis of Variance, P < 0,05) verwendet. Bei Verwerfen der Nullhypothese wurde die 

Holm-Sidak Methode als post-hoc Analyse zum multiplen Vergleich der unterschiedlichen 

Gruppen verwendet (P < 0,05). Die Grafiken zeigen die Daten +/- Standardfehler des 

Mittelwerts (S.E.M.)  
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4 Ergebnisse 

4.1 Gravimetrie 

Um das Ausmaß der Hypertrophie zu quantifizieren, wurde das nasse Herzgewicht der 

Versuchstiere auf die Tibialänge normiert. Für die statistische Analyse des 

Herzgewicht/Tibialänge- Verhältnisses (HG/TL) wurden folgende Faktoren herangezogen: 

Die Art des Eingriffes (also entweder Sham, 3-Wochen-alte TAC oder 6-Wochen-alte TAC) 

sowie die Behandlung der Versuchstiere (mit oder ohne Spermidin). Es wurde eine 2-Wege-

Anova mit beiden Faktoren durchgeführt.  

Die Annahmen der ANOVA-Analyse, wie Normalverteilungsannahme (P = 0,681) sowie 

die Annahme der homogenen Varianzen (P = 0,315) wurden geprüft (Levine’s Test). 

Anschließend wurden multiple paarweise Vergleiche angestellt: Die jeweiligen 

Vergleichsgruppen waren: 

- Sham ohne Spermidin vs. Sham mit Spermidin 

- 3 Wochen post-TAC (3-Wochen TAC) mit Spermidin vs. 3 Wochen post-TAC ohne 

Spermidin 

- 6 Wochen post-TAC (6-Wochen TAC) mit Spermidin vs. 6 Wochen post-TAC ohne 

Spermidin 

- Sham ohne Spermidin vs. 3 Wochen post-TAC ohne Spermidin 

- Sham ohne Spermidin vs. 6 Wochen post-TAC ohne Spermidin 

- 3 Wochen post-TAC ohne Spermidin vs. 6 Wochen post-TAC mit Spermidin 

- Sham mit Spermidin vs. 3 Wochen post-TAC mit Spermidin 

- Sham mit Spermidin vs. 6 Wochen post-TAC mit Spermidin 

- 3 Wochen post-TAC mit Spermidin vs. 6 W post-TAC mit Spermidin 
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Für diese multiplen paarweisen Vergleiche wurde mit der Bonferroni-Methode für die α-

Kumulierung kontrolliert. D.h. insgesamt wurden 9 Tests durchgeführt und somit wurde 

jeder einzelne P-Wert folgendermaßen adjustiert:  

𝑃i  𝑎𝑑𝑗𝑢𝑠𝑡𝑒𝑑 =  𝑃 𝑢𝑛𝑎𝑑𝑗𝑢𝑠𝑡𝑒𝑑  𝑥  9                      𝑓ü𝑟 𝑖 = 1,2, … ,9 

 

 

 

 

Abbildung 11 zeigte die grafische Darstellung der Messergebnisse. Beim Vergleich 

zwischen sämtlichen TAC-Gruppen und den Sham Gruppen zeigte sich ein signifikanter 

Unterschied hinsichtlich der HG/TL-Verhältnisse. Alle TAC-Gruppen hatten signifikant 

höhere HG/TL-Werte als die Sham-Gruppen, was für eine Hypertrophie spricht. Es bestand 

kein Unterschied im HG/TL zwischen spermidinbehandelten Sham-Tieren und 

Abbildung 11: Analyse des Herzgewicht-Tibialänge-Verhältnisses. Die Balken zeigen 

Mittelwerte mit Standardfehler. Kontrolle = ohne Spermidin. *P < 0.05 versus Sham Gruppe 

OHNE Spermidin; #P < 0.05 versus Sham Gruppe MIT Spermidin; °P < 0.05 versus 

jeweilige Kontrollgruppe; &P < 0.05 versus TAC 3 Wochen MIT Spermidin; in den Balken 

ist die jeweilige Anzahl der Versuchstiere in der entsprechenden Versuchsgruppe 

angegeben. 
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Kontrolltieren. Der Vergleich der beiden 3 Wochen post-TAC-Gruppen, sowie der 

Vergleich der beiden 6 Wochen post-TAC-Gruppen zeigte ein signifikant niedrigere 

HG/TL-Verhältnis bei spermidinbehandelten Tieren. Insgesamt zeigte sich jedoch auch eine 

signifikante Reduzierung des Spermidineffekts nach 6 Wochen, so war die Differenz 

hinsichtlich des HG/TL-Verhältnisses innerhalb der 3W-TAC-Gruppen größer als jene der 

6 Wochen post-TAC-Gruppen. 

 

 

4.2 Histologische Analyse 

4.2.1 Querschnittsfläche der Kardiomyozyten  

Für die Analyse der Querschnittsflächen der Kardiomyozyten wurden erneut oben genannte 

Faktoren (Eingriff und Behandlung) herangezogen und eine 2-Wege-ANOVA durchgeführt.  

Normalverteilungsannahme (P = 0,065) sowie die Annahme der homogenen Varianzen  

(P = 0,164) wurden geprüft und waren gegeben (Levine’s Test). Als post-hoc Test wurde 

der Bonferroni-Test verwendet. 

Der Faktor „Eingriff“ zeigte einen signifikanten Unterschied (P < 0.001) im Vergleich von 

sämtlichen TAC-Gruppen zu den Sham-Gruppen. Alle TAC-Gruppen zeigten deutlich 

höhere Werte (somit mehr Hypertrophie der Kardiomyozyten) als Sham-Mäuse. Beim 

Vergleich der beiden 3W-TAC-Gruppen (mit Spermidin vs. ohne Spermidin) sowie der 

beiden 6W-TAC-Gruppen zeigte sich kein signifikanter Unterschied, wobei mit einem  

P-Wert von 0,056 der Unterschied zwischen den beiden 6W-TAC-Gruppen von einem 

Trend zur Signifikanz gesprochen werden kann. Abbildung 12 zeigt Ausschnitte aus für die 

jeweilige Versuchsgruppe typischen Aufnahmen mit dem Fluoreszenzmikroskop, 

Abbildung 13 gibt eine grafische Darstellung der Ergebnisse mittels Balkendiagramm. 
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Abbildung 12: WGA-Färbung. Typische Beispiele der Aufnahmen von den mit WGA 

behandelten Herzschnitten (40-fache Vergrößerung). In grün ist die extrazelluläre Matrix 

dargestellt.  
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Abbildung 13: Kardiomyozyten-Querschnittsfläche. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte 

mit Standardfehler der jeweiligen Gruppen. Pro Herz (pro Versuchstier) wurden im 

Durchschnitt 900 bis 1500 Zellen analysiert. * P < 0.05 versus Sham-Gruppe OHNE 

Spermidin; # P < 0.05 versus Sham-Gruppe + Spermidin; § P < 0.05 versus TAC 3 Wochen 

OHNE Spermidin; Kontrolle = ohne Spermidinbehandlung; in den Balken ist die jeweilige 

Anzahl der Versuchstiere der entsprechenden Versuchsgruppe angegeben. 

 

 

4.2.2 Kollagenanalyse 

Für die Analyse des Kollagengehalts (Abbildung 14 und 15) wurden selbige Faktoren 

(Eingriff und Behandlung) wie oben herangezogen  und eine 2-Wege-ANOVA mit diesen 

beiden Faktoren durchgeführt.  

Normalverteilung (P < 0,050) sowie Homogenität der Varianz (P < 0,050) wurden geprüft. 

Die Annahmen waren nicht gegeben (Levine’s Test); daher wurde die Analyse anschließend 

nichtparametrisch durchgeführt, wobei hier die Software SAS (Statistical Analysis System, 

SAS Institute Inc., USA) verwendet wurde. Als post-hoc Test wurde der Bonferroni-Test 

verwendet (p-Adjustment). 

Die Vergleiche der Gruppen hinsichtlich des Faktors „Eingriff“ zeigte einen signifikanten 

Unterschied im Kollagengehalt (P < 0,001). Mäuse, die einer TAC-Operation unterzogen 

worden waren zeigten deutlich höhere Kollagenwerte als Sham-Mäuse. Die Interaktion der 
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beiden Faktoren Eingriff und Behandlung zeigte nach 3 sowie 6 Wochen keine 

Signifikanz, das heißt das es keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich des 

Kollagengehalts zwischen spermidinbehandelten und unbehandelten Mäusen gab. 

 

 

 

Abbildung 14: Pikrosirius (PSR) Färbung. Ausschnitte aus mit PSR gefärbten 

Herzschnitten, die als Beispiele für den jeweiligen Durchschnittswert an Kollagen (hier in 

Rot) einer Versuchsgruppe dienen sollen.  
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Abbildung 15: Mittelwerte und Häufigkeitsverteilungen des Kollagenanteils der 

jeweiligen Versuchsgruppen. Darstellung der Ergebnisse aus der Kollagenanalyse mittels 

Box-Plot-Diagramm. Die Striche in der Mitte stellen den Mittelwert der einzelnen Gruppen 

dar, die Boxgrenzen das 25-75%-Perzentil und die Querbalken oben und unten die 

jeweiligen Extremwerte. Ausreißer sind mittels () dargestellt. * P < 0.001 versus Sham-

Gruppe OHNE Spermidin; # P < 0.001 versus Sham-Gruppe + Spermidin; Weisse Boxen = 

ohne Spermidinbehandlung (Kontrolle), rote Boxen = spermidinbehandelte Mäuse. Unter 

den Boxen ist die jeweilige Anzahl der Versuchstiere in den entsprechenden 

Versuchsgruppen angegeben. 
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5 Diskussion  

 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte von Spermidin auf das unter erhöhter 

Drucklast stehende Herz untersucht. Die Ergebnisse der histologischen Analyse zeigten in 

unserem Falle nach 6 Wochen einen Trend zum signifikanten Unterschied in der 

Ausprägung der Hypertrophie zwischen spermidinbehandelten und Kontroll-TAC-Mäusen. 

Dieses Ergebnis bestätigt die vorhergehenden gravimetrischen Analysen, die weniger 

Herzgewicht bei spermidinbehandelten Mäusen als bei unbehandelten Kontrolltieren 6 

Wochen nach TAC ergaben.  Echokardiografische Messungen, u.a. der Auswurfsfraktion, 

zeigten nach 6 Wochen eine deutliche bessere kardiale Funktion bei spermidinbehandelten 

Mäusen (Sedej et al., nicht publizierte Daten). Die Diskrepanz zwischen der Analyse der 

Querschnittsfläche der Kardiomyozyten und der Analyse des HG/TL-Verhältnisses, welche 

sich bei den 3-Wochen-alten TAC-Mäusen zeigte, könnte durch ein stereologisches Problem 

erklärbar sein. Gemeint damit ist eine eventuelle Verfälschung von Ergebnissen durch die 

dreidimensionale Interpretation von zweidimensionalen Schnittbildern (33).  

 

Kardioproktektive Effekte von Spermidin. Ein wesentlicher Effekt von Spermidin ist die 

Beeinflussung der NO-Synthase, wobei die genauen Signalmechanismen hier noch nicht 

gänzlich verstanden sind: Spermidin galt lange als Hemmer der NO-Synthase (88,89), 

jedoch zeigten Forschungsergebnisse auch einen stimulierenden Effekt von Spermidin auf 

die NO-Synthase, zum Beispiel im Hippocampus von Ratten (90). Die Komplexität der 

Einflussnahme von Spermidin auf die Aktivität der NO-Synthase könnte sich in den 

unterschiedlichen Wirkmechanismen, die NO selbst auf das Herz hat, widerspiegeln. Wie 

bereits in der Einleitung erwähnt, beeinflusst NO die Kontraktilität des Herzens, und zwar 

in einer dosisabhängigen Weise. Niedrige Dosen von NO wirken positiv inotrop (also 

kontraktilitätssteigernd) während hohe Dosen einen negativ inotropen Effekt auf das 

Myokard haben (97). Nach TAC findet im Herzen eine Hochregulierung der i-NOS statt, die 

im Zusammenhang mit kardialer Hypertrophie, Dilatation und schlussendlich Herzversagen 

stehen soll (98). Unsere Ergebnisse zeigen, dass sich bei spermidinbehandelten Herzen nach 

TAC weniger Hypertrophie finden lässt. Zusammen mit den echokardiografischen 

Messergebnissen von Sedej et al. (nicht publizierte Daten) könnten diese Ergebnisse auf eine 

vermehrte Aktivierung der NOS,  mehr NO-Verfügbarkeit oder mehr Autophagie durch 
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Spermidin zurückzuführen sein. Im Unterschied dazu zeigen Mäuse mit einer 

Überexpression der neuronalen NOS in Kardiomyozyten nach TAC nicht nur bessere 

kontraktile Eigenschaften sondern auch eine verminderte Dilatation als Kontrollmäuse (99), 

Ergebnisse die mit unseren Echodaten konform gehen und durch eine Stimulation der NOS 

durch Spermidin erklärbar wären. In Arterien erhöht Spermidin unter anderem die NO-

Bioverfügbarkeit und vermag dadurch, altersbedingte, degenerative Veränderungen im 

kardiovaskulären System günstig zu beeinflussen. Diese protektiven Eigenschaften von 

Spermidin im Zusammenhang mit NO sind mitunter auf eine Stimulation von Autophagie 

zurückzuführen (100). Generell gilt Spermidin als Stimulator der Autophagie (101). In Hefe, 

Fruchtfliegen, Nematoden sowie menschlichen Immunzellen führt Spermidin zu einer 

verlängerten Lebensspanne und seine lebensverlängernden Effekte werden über Autophagie 

vermittelt. Dasselbe gilt für antioxidative Effekte, die Spermidin bei Fruchtfliegen zeigt (84). 

Morselli et al. (2011) waren die ersten, die einen stimulierenden Effekt von Spermidin auf 

die Autophagie im Herzen nachgewiesen haben. Die Ergebnisse ihrer Studie besagten, dass 

eine einmalige hohe Dosis von Spermidin Autophagie im Herzen (aber auch in anderen 

Organen wie Leber oder Muskelgewebe) signifikant steigern kann (102).  

 

Autophagie ist ein zelleigener Abbaumechanismus von Zytoplasmabestandteilen. Sie dient 

der Proteinqualitätskontrolle und fungiert gleichzeitig als ein Recycling-Mechanismus um 

zelluläre Energielevel in Perioden der Nahrungskarenz aufrecht zu erhalten (103). Im Herzen 

herrscht unter Normalbedingungen stets ein basaler Level an Autophagie, der für den 

Zellstoffwechsel und das Überleben der Kardiomyozyten unverzichtbar ist (104,105). Wird 

das Herz vermehrter Drucklast ausgesetzt, kommt es zu einem starken Anstieg der 

Autophagie-Aktivität in Herzmuskelzellen (70,106). Nach wie vor ist umstritten, ob 

Autophagie im druckbelasteten Herz protektiv oder maladaptiv wirkt, oder, anders gesehen, 

welches Maß an Autophagie noch protektiv wirkt und ab welchem Maß es schädlich für das 

Herz ist (107). Unter Normbedingungen dient die im Herzen stattfindende Autophagie dem 

Erhalt der Funktionstüchtigkeit von Kardiomyozyten, im Gegenzug führt eine Hemmung 

von Autophagie zu kardialer Dysfunktion (108). Kommt es jedoch unter Normbedingungen 

zu einer Überstimulation von Autophagie, kann auch dies Zellschädigungen und 

Zelluntergang zur Folge haben, u.a. durch eine exzessive Auslese von Mitochondrien und 

den daraus resultierenden Energiemangel der Zellen (109). Spermidin induziert auch im 

Herzen Autophagie (102).  Welche genauen Effekte durch Spermidin im Herzen nach TAC 
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erzielt werden und welche Effekte auf eine Stimulation von Autophagie durch Spermidin 

zurückzuführen sind, muss aber noch weiter geklärt werden. 

Spermidin und andere Modulatoren der Autophagie. Um mehr über die Effekte der 

Autophagie herauszufinden, wurden weitere Modulatoren dieser genauer untersucht. Zu den 

Wirkstoffen, die Autophagie im Herzen nachweislich stimulieren, gehören neben Spermidin 

unter anderem noch Rapamycin sowie Resveratrol. Das potente Immunsuppressivum 

Rapamycin, das bei Patienten nach Transplantation postoperativ zur Vermeidung einer 

Organabstoßung zum Einsatz kommt, zeigte, wie Spermidin, lebensverlängernde 

Eigenschaften. Bei Mäusen konnte es die maximale Lebenserwartung um 9 bis 13% steigern 

(110). Rapamycin hemmt mTOR (Engl. „mammalian target of rapamycin“), eine 

Serin/Threonin-Kinase die Zellwachstum und –stoffwechsel entsprechend den jeweiligen 

Umweltbedingungen reguliert. Durch die Hemmung von mTOR stimuliert Rapamycin die 

Autophagie (111,112). Mäuse, die nach TAC über einen Zeitraum von 4 Wochen mit 

Rapamycin behandelt wurden, zeigten signifikant weniger Hypertrophie sowie deutlich 

weniger interstitielle Fibrose als Kontrollmäuse, ohne jedoch unter schweren 

Nebenwirkungen der Therapie mit Rapamycin zu leiden. Die Therapie mit Rapamycin führte 

unter anderem zu einer deutlichen Hemmung des mTOR-Signalweges, was auf eine starke 

Beteiligung von mTOR bei der Entwicklung einer Hypertrophie schließen lässt (113). 

Andere Studien bestätigen die positiven Effekte von Rapamycin auf ein kardiales 

Remodeling nach Aortenkonstriktion in Mäusen (114,115). Dass mTOR ein elementares 

Signalmolekül in der Reizantwort des Myokards auf vermehrten hämodynamischen Stress 

ist, zeigten Studienergebnisse von Zhang et al. (2010). mTOR-knockout Mäuse zeigten hier 

nach TAC verminderte Hypertrophie und ein deutlich schnelleres Auftreten von 

Herzinsuffizienz (116). Die kontroversen Ergebnisse könnten darauf hinweisen, dass die 

verschiedenen Unterarten von mTOR an verschiedenen Signalwegen im Herzen teilhaben, 

eine generelle Blockierung von mTOR jedoch verheerende Konsequenzen für das Herz hat. 

Ob und wenn ja, inwieweit Autophagie in die Reizantwort des Myokards unter chronischer 

Drucklast involviert ist, muss noch genauer erörtert werden. Sicher ist jedoch, dass das 

Konzept einer nahrungsbedingten Prävention von kardiovaskulären Erkrankungen über 

Autophagie, wie es durch Spermidin möglich wäre, gegenüber einer Therapie mit potentiell 

zelltoxischen Substanzen (wie Rapamycin) zu favorisieren  wäre. Ein weiterer potentieller 

Anreger der Autophagie ist Resveratrol, ein Phytoalexin, das vor allem durch sein 

Vorkommen in roten Weintrauben an Bekanntheit gewonnen hat (117,118). Resveratrol ist 

bekannt für seine protektiven Effekte auf das kardiovaskuläre System: U.a. beeinflusst es 
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den Lipidstoffwechsel positiv, führt über die Anregung der NO-Synthese zu vermehrter 

Vasorelaxation und reduziert oxidativen sowie inflammatorischen Stress (119,120). Eine 

Stimulation von Autophagie im Herzen resultiert aus einer jeweiligen parenteralen 

Applikation einer Hochdosis von Spermidin oder Resveratrol, sowie einer Kombination der 

beiden Wirkstoffe (102). Während Resveratrol über Sirtuin-1 Autophagie stimuliert, ist eine 

Stimulierung von Autophagie durch Spermidin unabhängig von diesem für die 

Signaltransduktion wichtigen Protein (102).  

 

Offene Fragen und klinischer Ausblick. Erhöhte Drucklast, wie sie etwa bei chronischen 

Bluthochdruck vorkommt, führt über die Reaktivierung eines embryonalen Genprogramms 

und vielen verschiedenen Signalkaskaden zu einem kardialen Remodeling, welches durch 

Hypertrophie und vermehrter Apoptose von Kardiomyozyten, der Entwicklung einer 

interstitiellen Fibrose, einer Rarifizierung der Mikrozirkulation u.v.m. charakterisiert ist 

(5,121,122). 

In der vorliegenden Arbeit bleibt die Frage, über welche Mechanismen Spermidin zu einer 

Reduktion der Hypertrophie geführt hat, offen. Es ist verständlich, dass eine Hypertrophie 

durch einen starken und akut eintretenden Stimulus wie es eine Aortenkonstriktion ist, nicht 

gänzlich aufzuhalten ist. Interessant wären daher weitere Untersuchungen der Effekte von 

Spermidin in einem weniger starken, dafür chronischen, Modell der erhöhten Drucklast (z.B. 

in Dahl Salz-sensitiven Ratten). Ein experimentelles Design, das die Umstände eines 

chronischen Hypertonus simuliert, könnte hier ein vielversprechender (und 

praxisrelevanterer) Ansatz sein. Dasselbe gilt für die Untersuchung des Ausmaßes an 

Fibrose. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen im Falle dieser Arbeit keinen Unterschied 

zwischen der spermidinbehandelten Versuchsgruppe und der Kontrollgruppe. Im Gegensatz  

zeigt eine Behandlung mit Rapamycin, die nach TAC erfolgt, eine deutliche Reduktion des 

interstitiellen Kollagengehalts (113). Daher wäre es interessant, die Effekte von Spermidin 

zu untersuchen, wenn es therapeutisch anstatt präventiv, also erst nach TAC, verabreicht 

wird. 

Die Therapie der Herzinsuffizienz fokussiert derzeit hauptsächlich auf die klinischen 

Auswirkungen  einer bereits stattgehabten Herzmuskelschädigung. Daher sind Wirkstoffe, 

die auf molekularer Ebene angreifen und das Remodeling des Herzens direkt beeinflussen, 

von höchstem Interesse. Spermidin zeigt bereits vielversprechende Ergebnisse als 

kardioprotektiver Wirkstoff. Weitere Forschung muss zeigen, über welche Mechanismen es 
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agiert, bzw. zu welchem Maß und unter welche Bedingungen es seine protektiven Effekte 

zeigt.  
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