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Mechanische und humorale Faktoren werden unter anderem fir die Entwicklung der
Hypertrophie von Muskelzellen verantwortlich gemacht. Unter Hypertrophie versteht man die
Grolenzunahme eines Gewebes oder Organs durch ZellvergrofRerung bel konstanter Zellzahl
und —struktur. Sie ist damit gegentber der Hyperplasie abzugrenzen, die mit einer Erhéhung
der Zellzahl einhergeht. Die Hypertrophie ist im Herzen des Erwachsenen bei der Adaption
des Organs an verschiedene pathologische Bedingungen wie Infarzierung oder Hypertonie
von entscheidender Bedeutung, da die Teilung der Herzmuskelzellen in der Zeit nach der
Geburt sistiert. Daher wurde die Wirkung verschiedender Wachstumsfaktoren auf die
Initiation zellulérer Hypertrophie in Kulturen von isolierten Kardiomyozyten getestet, und mit
Hilfe der elektrischen Feldstimulation der Einflufld mechanischer Aktivitdt auf das Wachstum
der Zellen untersucht.

Die getesteten Faktoren Insulin-dhnlicher Wachstumsfaktor (IGF 1&I11), Fibroblasten-
Wachstumsfaktor (FGF 1& 2), Leukamiezellen-inhibierender Faktor (LIF), Interleukin 11 (IL-
11) und der Transformierende Wachstumsfaktor 3, (TGF-8,) waren nicht in der Lage, eine
Hypertrophieentwicklung der Zellen zu bewirken (Proteingehalt nach 8 Tagen: IGF 77%,
FGF 102%, LIF 64%, IL-11 40%, TGF-B, 78% der 2 Tage alten Kontrolle). Erst die
Kombination von Wachstumsfaktoren, wie sie in fetalem Kéalberserum (FCS) und
Endothel zell-Wachstumszusatz (ECGS) vorliegt, konnte einen Anstieg an zellularem Protein
bewirken (FCS 110%, ECGS 118%)).

Die Zellen in Kulturen mit hoher Proteinsynthese (IGF 212%, ECGS 385%, FCS 700% der 2
Tage aten Kontrolle) veranderten ihre Morphologie sehr stark, indem sie abflachten und die
Oberflache vergroi3erten. Zellen mit niedriger Syntheseleistung gelang diese Adaption nur in
weit geringerem Mal3e (FGF 162%, LIF 135%, IL-11 133%, TGF-B, 57%); ihre langliche
Form blieb weitgehend erhalten. Eine Sonderstellung in diesem Zusammenhang nahm TGF-
[, ein. Hatte es bei alleiniger Zugabe einen nur geringen Einflul® auf die Morphologie der
Zellen, zeigte es in Kombination mit ECGS eine Suppression der ECGS-typischen adaptiven
Wirkung. Die Proteinsyntheseerhohung unter ECGS ging zurlick (von 385 auf 228% der
Kontrolle), der Proteingehalt stieg vergleichbar an (116%) und der strukturelle Umbau wurde
blockiert.



Ausgehend von der Beobachtung, dal3 eine Beschleunigung der durch ECGS- oder FCS-
induzierten Hypertrophieentwicklung mit spontaner kontraktiler Aktivitét einsetzt, wurde die
Hypothese getestet, dal3 myokardiale Erregung und Kontraktion zu zelluldrer Hypertrophie
fuhrt. In Kulturen von adulten Kardiomyozyten, die fur 24h elektrisch stimuliert wurden, war
die Synthese (128,5%), der Gehalt (119,4%) and totaler Ribonukleinsdure (RNA) und die
Proteinsynthese im Vergleich zur 24h kultivierten Kontrolle erhoht (162%). Der Proteingehalt
veranderte sich nicht (94%). Diese Befunde stehen im Gegensatz zu Arbeiten von Kaye et al.
[1], die eine Hypertrophieentwicklung der Zellen unter Feldstimulation beschreiben. Sie
postulierten als Mechanismus dieses Wachstums eine autokrine Stimulation durch FGF-2, das
unter mechanischer Aktivitét freigesetzt wird. Daher haben wir in der vorliegenden Arbeit
auch die Expression von Wachstumsfaktoren unter elektrischer Feldstimulation untersucht.
Die Transkriptionraten von FGF-1, FGF-2 und dem Rezeptor-1 fir FGF (FGF-R1) blieben
durch die elektrische Stimulation unbeeinflufdt, die von VEGF erhohte sich signifikant auf
136,6% der Kontrolle. Eine Zugabe des Tyrosinkinaseinhibitors Suramin oder eines
spezifischen FGF-2 Antikorpers unter der Vorstellung einer verminderten FGF-Wirkung
Wachstumsfaktor bewirkte keine Reduktion der beschriebenen Veranderungen auf RNA- und
Proteinebene. Zusammengefaldt stellte daher die mechanische Aktivtat einen
Wachstumsfaktor dar, der primér eine Adaption der Zellen an die Kultur im Sinne einer
Dedifferenzierung bewirkt, aber nicht zur Hypertrophie der Zellen fihrt.

Aus der vorliegenden Arbeit schlief3en wir, dal3 Hypertrophie ein komplexer Prozess ist, der
die Interaktion verschiedener humoraler und mechanischer Wachstumsfaktoren vorraussetzt.
Einzelne rekombinante Wachstumsfaktoren waren nicht in der Lage eine Hypertrophie der
Herzmuskelzellen hervorzurufen. Die verschiedenen humoralen und mechanischen Stimuli
beeinflussten nur Telle des Proteinumsatzes in kardialen Myozyten. Durch die sehr
unterschiedlichen Wirkungspektren behindern oder verstarken sich die Faktoren in lhrer
Wirkung. Wahrend IGF zu einer starken Dedifferenzierung der Zellen fiihrte, die durch eine
hohe Proteinsynthese und Degradation gekennzeichnet war, konnte TGF-§, als
Differenzierungshormon identifiziert werden, das eine durch ECGS induzierte
Dedifferenzierung verhinderte. Daher ist zu vermuten, das die einzelnen Wachstumsfaktoren
auf Ebene der Signaltransduktion interagieren und erst in einer geeigneten Kombination in
der Lage sind, zellulare Hypertrophie hervorzurufen.
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1 EINLEITUNG

Das Herz stellt als Zentrum unseres Kreislaufsystems durch seine Pumpfunktion eine
ununterbrochene metabolische Versorgung und Entgiftung unseres Korpers sicher. Auf
zellulérer Ebene sind es die Herzmuskel zellen, die diese Funktion bewerkstelligen. Verandern
sich die Anforderungen an das Herz des Erwachsenen, ist es Uber weite Strecken in der Lage,
sich an diese Bedingungen anzupassen. Dabei ist die Hypertrophie bei der Adaption des
Herzens an Druck- oder Volumenbelastung, bei Verlust kontraktilen Materials (myokardiale
Infarzierung) oder bei erblichen Defekten von entscheidender Bedeutung, da die Teilung der
Herzmuskelzellen in der Zeit nach der Geburt sistiert und als Regulativ nicht mehr zur
Verfligung steht [2, 3]. Unter Hypertrophie kommt es zu spezifischen qualitativen
Veranderungen in der Genexpression und des Zellphanotyps [4, 5]. Parameter hypertrophen
Zellwachstums sind die Zunahme des Myozytenvolumens, des Proteingehalts pro Zelle, eine
erhohte Proteinsynthese und eine Zunahme des MRNA- und rRNA-Gehalts. In der Summe
bleibt ein Zugewinn zelluléren Proteins [4, 6].

1.1 Die Entwicklung des ausdifferenzierten Myokards

In der Entwicklung des Herz-Kreislauf-Systems erfordert der sich verandernde, wachsende
Organismus eine standige Adaption des Herzens. Diese Phase ist durch die Anwesenheit einer
Vielzahl von trophischen Faktoren gekennzeichnet, die Uber entsprechende
Oberflachenrezeptoren und intrazelluléare Signalwege eine Anpassung gewdahrleisten. Die
Herzmuskelzellen zeigen wahrend der Entwicklung ein sogenanntes fetales
Proteinexpressionsmuster, das in der Ratte mit der Dominanz der -Isoform der schweren
Kette des Myosins (-MHC) [7, 8], der ventrikul&ren Expression von atrialem natriuretischem
Faktor (ANF) [9, 10] und einer Aktinisoform [11, 12] einhergeht, die fur die
Skelettmuskulatur und glatte Muskelzellen typisch ist (a-sm Aktin). In den Herzmuskel zellen
lauft die Zellproliferation und Zytodifferenzierung in der fetalen Zeit gleichzeitig ab.

In der postnatalen Zeit stoppt die Zellteilung und es kommt mit zunehmender Differenzierung
zu einem Wechsel von diesen fetalen Isoformen zum adulten Protein. Die Herzmuskelzelle
hypertrophiert auf etwa das Zehnfache ihres Ausgangsvolumens. Die Volumenzunahme geht
auf eine Akkumulation von kontraktilen Proteinen zurtick, die sich in dicht gepackten
Sarkomerenbiindeln in der Zelle befinden. Die Proteinsynthesekapazitat wird stark
eingeschrankt, es kommt zu einem fast vollstandigen Verlust des endoplasmatischen
Retikulums. Parallel zur Differenzierung der Myozyten entwickeln sich in deren
Nachbarschaft Gefal3e, die eine adaquate Versorgung der Zellen gewéhrleisten, ein
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extrazelluléres Netzwerk aus verschiedenen Matrixproteinen und ein Reizleitungssystem, um
eine geordnete und den Beduirfnissen angepaldte Arbeit des Herzens zu ermdglichen.
Aufgrund der abgeschlossenen Differenzierung ist die adulte Zelle weniger abhangig von
trophischen Faktoren als die Zellen des fetalen Herzens [13]. Auf molekularer Ebene zeigt
sich das anhand der verminderten Expression der Rezeptoren fur Wachstumsfaktoren, die sich
im fetalen Herzen nachweisen lassen. So ist die Expression des Rezeptors fur FGF-2 im
adulten Herzen im Vergleich zum fetalen Herzen auf ein Drittel reduziert [13]. Auch die
Produktion einiger Wachstumsfaktoren wie FGF, LIF und Cardiotrophin [38] wird
eingeschrankt, sie werden allerdings aktiviert, sobald sich ein Bedarf fur ihre Wirkung ergibt.

1.2 Zellkultur von Her zmuskelzellen

Myozyten reprasentieren 70-80% des Herzmuskelvolumen, aber nur 20-30% der kardialen
Zellen [14]. Fibroblasten, Neuronen und endotheliale Zellen stellen die weitaus grof3ere Zahl
dar. Interaktionen zwischen den verschiedenen Zelltypen modulieren die hypertrophe
Reaktion. Daher ist man nicht in der Lage, die Wirkung von Wachstumsfaktoren einem
bestimmten Zelltyp zuzuordnen. Diese Schwierigkeiten umgeht man mit der Etablierung von
adulten oder neonatalen Herzmuskelzellen in Kultur. Das Uberfiihren der Zellen aus dem
myokardialen Zellverband in die Zellkultur erfordert eine intrazellulére, strukturelle
Neugliederung der Zelle und auch die raumliche Anpassung an eine flache Kulturschale. Der
Zellverband und die sehr enge Nachbarschaft zwischen den Zellen wird aufgel6st, die
extrazellulare Matrix geht verloren, die mechanische Last und kontraktile Aktivitét fehlt
zumindest voriibergehend. Diese abrupte Anderung kann die Zelle nur bewéltigen, indem sie
zumindest vorribergehend dedifferenziert. Das erfordert daher die Zugabe externer
trophischer Faktoren, ohne die die Zellen innerhalb weniger Tage nach Etablierung der Kultur
absterben.

Als Kultivierungsmedium eignen sich vor alem definierte Medien unter Zusatz von Serum,
da Serum einen grof3en Tell dieser trophischen Faktoren enthadlt. Besonders wirkungsvoll ist
die Zugabe von Seren, die aus fetalem oder neonatalem Blut von Rindern gewonnen wurden
[15, 16]. Sie enthalten nahezu alle trophischen Faktoren, die zur normalen Entwicklung des
Organismus notwendig sind. Auch Seren von Patienten, die eine organische (Herz-)
Erkrankung haben, besitzen einen hohen Gehalt an trophischen Faktoren, allerdings ist in
diesen Seren eher ein Ungleichgewicht oder nur eine spezifische Auswahl an Faktoren
vorhanden, die der Adaption eine spezielle, der Krankheit entsprechende Gewichtung
verleihen. So fand man in der perikardialen Flussigkeit von Patienten mit instabiler Angina
pectoris einen erhohten Gehalt an FGF-2 [18]. Dabei konnte man den FGF-2 Gehalt in der
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perikardialen FlUssigkeit als auch im Serum mit der linksventrikuléren myokardialen Masse
korrelieren [17].

Adulte Kardiomyozyten konnen sich in Anwesenheit von fetalem Kalberserum so an die
Kultur anpassen, dal3 sie nach einiger Zeit wieder einen stabilen Zustand (steady-state)
erreichen. Nach Abschlul dieser Dedifferenzierung verringert sich der Bedarf der Zellen fir
die Stimulation durch Wachstumsfaktoren. Entzieht man diesen Zellen in einem Schritt die
trophischen Faktoren, sterben sie innerhalb einiger Tage. Wirde man einen schrittweisen
Entzug Uber mehrere Tage, oder eine Verschiebung des Gleichgewichts durchfihren, so
kommt es zu einer graduellen Differenzierung der Zellen, wie es schon fir verschiedene
Zelltypen gezeigt wurde [19, 20]. Diese Zellen sind im Anschluf3 an die Reduktion des
Serums stérker differenziert und nicht mehr abhéngig von der Zugabe von trophischen
Faktoren.

1.3 Wachstumsfaktoren

Die Wirkung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen auf myokardiale Zellen wurde 1996 in
einem Ubersichtsartikel von Long [14] zusammengestellt (Tabelle 1.1-1.3). Dieser Bericht
zeigt, dald myokardiale Zellen eine Reihe von Zytokinen exprimieren und daf3 zelluléres
Wachstums durch die produzierten Stoffe stimuliert werden kann. Speziell Fibroblasten
Wachstumsfaktor (FGF 1&2), Tumor Nekrose Faktor o (TNF-a), Transformierender
Wachtsumsfaktor f (TGF-8), Plattchen-Wachstumsfaktor (PDGF), Insulin &hnlicher
Wachstumsfaktor (IGF [&I11), Leukéamie inhibierender Faktor / cholinerger
Differenzierungsfaktor (LIF/CDF), Vaskularer Endothelzell Faktor (VEGF), Cardiotrophin-1
(CT-1) Myotrophin, Nichtmyozyten Wachstumsfaktor (NMDGF) und Interleukine (IL-1 und
IL-6) wurden in frisch isolierten als auch kultivierten myokardialen Zellen gefunden.
Zusétzlich zu diesen Zytokinen wurden auch neurohumorale und vasoaktive Peptide wie
Endothelin 1 (ET-1), Angiotensin Il (AT-11) und Catecholamine im Herzen nachgewiesen.
Myokardiale Zellen scheinen daher sowohl Ursprung als auch Wirkungsort dieser
wachstumsfordernden Substanzen zu sein.

In kardialen Myozyten wurden die meisten Zytokintranskripte unter verschiedenen Arten von
zelluldrem Stress wie Hypoxie, Hitzeschock, Katecholaminen und im Gefolge einer
myokardialen Infarzierung gefunden [21-25]. Diese Stressoren gehen in vivo asauch in vitro
haufig mit einer Expression fetaler Gene einher [26, 27]. Daher kdnnte die Expression von
Zytokinen eine Rekapitulation der Wachstumsfaktorproduktion in der Entwicklung sein. Sie
konnten zur Rekompensation der Herzfunktion nach Schédigungen beitragen.
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Tabelle 1.1 Zytokinwirkung auf myokardiale Zellen

Zytokin Ursprung Hypertrophie Referenz
FGF 1&2 MC/NMC + [28-33]
TGF- (1-3) MC/NMC + [30, 34]
NGF NMC + [35, 36]
LIF (CDF) NMC + [37, 38]
IGF 1&11 ? + [39]
PDGF NMC + [30, 40]
Myotrophin ? + [41]
Cardiotrophin-1 MC + [38, 42]
NMDGF NMC + [30]

IL-1 NMC + [43]

IL-6 MC + [44, 45]
TNF NMC + [30, 46]
VEGF MC/NMC ? [23, 25]
CNTF ? + [38, 47]

Tabelle 1.2 Neurohumorale und vasoaktive Peptide und kardiale Hypertrophie

Peptid Ursprung Hypertrophie Referenz
Endothelin | MC/INMC + [39, 48]
Angiotensin |1 MC + [39, 49]
Katecholamine NMC + [50]
Tabelle 1.3 Mechanische Faktoren

Stimulus Hypertrophie Referenz
Stretch + [49, 51]
Elektrische Feldstimul ation + [1, 52-54]

Hypertropher Effekt von Zytokinen, neurohumoralen und vasoaktiven Peptiden sowie von mechanischer

Belastung (modifiziert nach Long 1996 [14] ); (MC = Myozyten, NMC = nicht Myozyten). Hypertrophie war

durch die Stimulation der ZellgroRde, den Proteingehalt oder den Einbau radioaktiv markierter Aminoséuren in

einem in-vitro system definiert.
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Insulin-&hnlicher Wachstumsfaktor (IGF). IGF-1 (70 Aminosauren) und IGF-11 (67
Aminosauren) sind strukturell und funktionell mit Pro-Insulin verwandt und werden durch
Spaltung aus inaktiven Vorstufen freigesetzt [28]. Wahrend IGF-1 vor allem im adulten
Organismus exprimiert ist, wird IGF-11 vor allem wahrend der fetalen Entwicklung gefunden.
Die Wirkung von beiden Faktoren wird vorwiegend uber den IGF-1 Rezeptor (IGF-R)
vermittelt. Dabei ist die Komplexbildung von IGF mit dem IGF-Bindungsprotein (IGFBP) fur
den Transport des Komplexes tber die Membran wichtig und kdnnte die Interaktion der IGFs
mit dem Rezeptor kontrollieren.

Kardiomyozyten exprimieren |GF 1&11 sowie deren Rezeptoren [29]. Sie zeigen eine erhdhte
Proteinsynthese unter einer Stimulation mit Insulin, IGF-1 und IGF-11 [30-32]. Dabei ist |GF-
am ehesten mit einer Hypertrophieentwicklung assoziiert. Unter linksventrikul&rer
Hypertrophie in Folge eines systemischen Hochdrucks wurde eine erhohte Transkription von
IGF-1 gefunden [33, 34]. Wahrend einer Serum-induzierten Hypertrophie in Kardiomyozyten
war auch der Rezeptor fur IGF-1 heraufreguliert [35]. Das konnte eine parakrine Wirkung von
IGF-I im Herzen nahelegen. IGF-1 stimuliert im Gegensatz zu IGF-I1 die Akkumulation von
Inositol-Triphosphat (1P,) und Inositol 1,4-Bisphosphat [30].

Es gibt bis jetzt keine Hinweise, dal3 eine der fetalen |soformen von Myosin heavy chain oder
Kreatinkinase unter der Stimulation mit IGF-1 heraufreguliert sind. Die Expression von a-
smooth muscle Aktin (a-sm Aktin) und ANF wurde durch eine Zugabe von |GF-I gehemmt
[35, 37]. Die Expression von Muskel-spezifischen Genen wie der leichten Kette des Myosins
(MLC-2), von Troponin | und oder skeletalem a-Aktin war dagegen in der Gegenwart von
IGF-1 erhoht [38].

Fibroblasten Wachstumsfaktor (FGF). FGF-1 (acidic FGF, 140 Aminosauren) und FGF-2
(basic FGF, 154 Aminosauren) sind Peptidhormone, die je nach Isoform eine Grof3e von 17
oder 22 kDa haben. Die hohermolekularen Formen werden vorwiegend in neonatalen
Rattenherzen gefunden, sie werden tber eine N-terminale Erkennungssequenz in den Zellkern
geleitet. Die niedermolekularen Formen dominieren im adulten Herzen. Die Balance scheint
mit steigendem Triiodothyronin-Spiegel (T,) zugunsten der hochmolekularen Form reguliert
zu werden [39]. FGF bindet an den FGF-Rezeptor 1 (FGF-R1). Er ist ein Rezeptor mit
Tyrosinkinaseaktivitét, der eine Masse von 150 kD hat. Extrazellulare Immunglobulin-
ahnliche Bereiche binden FGF [44, 45].

Sowohl FGF1& 2 als auch der FGF-R1 werden im Herzen synthetisiert [13, 40-43]. Wahrend
in fetalen Herzen viele Transkripte gefunden werden, sinkt deren Zahl im adulten Herzen. Im
hypertrophen Herzen allerdings akkumulieren FGF 1&2 [40-42]. In isolierten adulten
Kardiomyozyten wurde die Existenz von FGF-1, FGF-2 und auch des FGF-R1 durch Speir
nachgewiesen [43]. Wahrend die Proteine schon in frisch isolierten Myozyten gefunden
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wurden, war die mRNA fir FGF-2 als auch den FGF-R1 erst in kultivierten Zellen
nachwei sbar.

Der Sekretionsmechanismus von FGF 1&2 konnte bisher noch nicht geklart werden. Sie
besitzen im Gegensatz zu den meisten FGF's keine Signalsequenz, werden aber sezerniert
und finden sich in der extrazellularen Matrix des Herzens wieder [46]. Im Gegensatz zur
ublichen Sekretion Uber den ER/Golgi-Apparat legt die fehlende Signalsequenz von FGF fir
diesen Faktor einen alternativen Sekretionsweg nahe. COS-1 Zellen, die mit FGF-2 cDNA
transfiziert wurden, sind in der Lage, FGF-2 Uber einen ER/Golgi-unabhéngigen Prozess zu
sezernieren [47]. Inhibitoren von Endo- und Exocytose blockieren seine Freisetzung [48, 49].
Zusatzlich wird auch eine intrazelluldre Wirkung diskutiert, bel der FGF-2 in den Zellkern
transloziert wird und dafiir die Zelle nicht verlassen mul3 [50]. Kaye et al. postulieren, dal3 es
sich um transiente Membranlecks handeln konnte, die unter mechanischer Belastung auftreten
[1].

FGFs fordern das Zellwachstums und blockieren die terminale Differenzierung in vielen
Geweben [51]. Muskelvorlauferzellen (Myoblasten) stoppen ihre Proliferation und
differenzieren zu Myotuben, wenn sie in Serum- und Wachstumsfaktor freilem Medium
gehalten werden. Die Zugabe von FGF verhindert die terminale Differenzierung und fordert
die Proliferation der Myoblasten, die dann spater unter FGF-Entzug differenzieren [52, 53].
Diese Differenzierung wird irreversibel, wenn die Expression der FGF-Rezeptoren in den
Myotuben herunterreguliert wird [53].

FGF-2 induziert im Herzen genauso wie andere Proteinkinase C-aktivierende Substanzen den
fetalen Phanotyp, im besonderen das skeletale a-Aktin und ANF [29, 37]. Trotz dieses
Effekts auf die Regulation spezifischer Gene kann weder FGF-1 noch -2 die
Proteinsyntheserate in adulten Myozyten stimulieren [36].
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Leukemia inhibitory factor (LIF), Interleukin-11 (IL-11). LIF ist ein Zytokin der IL-6-
Familie [54, 55]. Es ist nach seiner Fahigkeit benannt, die Proliferation der leukamischen
Zellinie M1 zu behindern und deren Differenzierung zu induzieren [56]. LIF fordert auch das
Uberleben und die Proliferation anderer Zelltypen [54, 55, 57]. Die Wirkung von LIF und IL-
11 wird Uber spezifische Rezeptoren vermittelt. Interleukin 11 interagiert mit dem IL-11
Rezeptor, LIF bindet sowohl an den eigenen LIF-Rezeptor als auch an den IL-11-Rezeptor.

In einem Modell mit neonatalen Rattenmyozyten hatten Pennica et al. [58] die Wirkung von
LIF und IL-11 getestet. Auf einem Score von 3-7, auf dem 3 keine Hypertrophie und 7
maximale Hypertrophie darstellt (wie etwa unter 0,1 nM Phenylephrin) hatte die Zugabe von
2,5nM LIF einen Scorevon 6, IL-11 in einer Konzentration von 2,0 nM einen Score von 5,5
erreicht.

Transformierender Wachstumsfaktor 3, (TGF-,). Dieses Zytokin gehdrt in eine Familie
von Wachstumsfaktoren, die in Sdugern drei strukturell homologe Dimere (TGF-f3,, TGF-,,
TGF-B,) umfaldt und die in verschiedenen Zelltypen sehr unterschiedliche Aktivitéaten
entfalten [59, 60]. Das in unseren Versuchen verwendete TGF 8, ist zu 70-80% mit den
anderen Familienmitgliedern homolog. Es wird als Aminoséurevorstufe mit 390 AS
synthetisiert und dann in ein N-terminales und C-terminales Segment gespalten. Das aktive
TGF-p ist ein Dimer mit einer Masse von 25 kDa. Es bindet primér an den Typ-I1-Rezeptor,
der daraufhin mit dem Typ-1-Rezeptor dimerisiert und das Signal in die Zell fortleitet.
Kultivierte neonatale und adulte Myozyten sezernieren TGF-f vom ersten Tag an in das
Kulturmedium [65, 66]. Sie exprimieren sowohl TGF-§ [61-63] as auch dessen Rezeptoren
[64]. Unter kardialer Hypertrophie [67] as auch unter Stimulation mit Angiotensin |1 [68] ist
die mRNA fur TGF-p aufreguliert. Massague et al. [69] zeigten, da? TGF-f die
Differenzierung myogener Zellinien inhibiert. Es inhibiert die Proliferation von neonatalen
Kardiomyozyten und die Proteinsyntheserate von skeletalen Myoblasten [70]. Trotzdem
konnte TGF- eine wichtige Rolle in der Regulation der Proteinsynthese in adulten
Kardiomyozyten spielen, da TGF-pf die Stimulation des p-Adrenorezeptors an die
Proteinsynthese koppelt [66].
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1.4 M echanische Aktivitéat

Die Deformation des Kardiomyozyten, wie siein vivo unter bei der Kontraktion, oder in vitro
unter artifiziellen Bedingungen vorkommt, ist ein mechanischer Stref3 fur die zelluldren
Strukturen. In vivo stellt die hamodynamische Uberlastung einen wichtigen Grund fir eine
erhohte myokardiale Proteinsynthese dar. Passive Dehnung der Zellen in vitro ruft eine
Vielzahl an Reaktionen hervor, die zu zellulérer Hypertrophie und struktureller
Neugliederung fihren [71]. Daher konnte mechanische Aktivitat ein wichtiger
physiologischer Stimulus fur die Entwicklung einer Hypertrophie sein.

Dehnung. Die mechanische Dehnung von neonatalen Myozyten verursacht eine Erhéhung
der Proteinsynthese und des RNA-Gehalts [72, 73]. Sie aktiviert eine autokrine Kaskade in
den Kardiomyozyten, die dann die hypertrophe Antwort auslost [74]. In diesem
Zusammenhang scheint Angiotensin-Il (AT-Il) ein wichtiger Mediator zu sein, da die
Blockade des AT-I1 Rezeptors die Zunahme der Proteinsynthese hemmt [75].

Allerdings wurde gezeigt, da3 AT-II nur zum Teil fur die durch Dehnung induzierte
Hypertrophie verantwortlich ist [76]. In adulten Ratten- und Katzenmyozyten scheint AT-II
fur die anabolen Prozesse unter mechanischer Last nicht erforderlich zu sein [77]. In M&usen
kann eine akute Drucklberlastung auch dann eine Hypertrophie hervorrufen, wenn der
Angiotensin Rezeptor Typ lanicht exprimiert (ausgeknockt) ist [124]. Mechanische Dehnung
konnte daher mehrere Signalwege in ventrikul&ren neonatalen Myozyten aktivieren, die sich
gegenseitig zumindest zum Teil ersetzen konnten.

Elektrische Feldstimulation. Piper et al. [78] untersuchten 1982 die Wirkung von
elektrischer Feldstimulation auf kultivierte adulte Kardiomyozyten. Dazu verwendeten sie
Platinelektroden in einem Abstand von 20 mm und stimulierten die Zellen mit einer
Impulsdauer von 0,5 ms Uber einen Zeitraum von bis zu 4 Stunden (siehe auch Abbildung
6.1). In diesem Modell erreichten sie Kontraktionsraten von > 90% im Feld zwischen den
Elektroden.

Diese zeitliche Limitierung auf etwa 4 Stunden war die Ursache fir weitere Anstrengungen
auf diesem Gebiet, deren Ergebnisse von Berger et al. publiziert wurden [1, 79]. Sie nahmen
groRe Zellkulturflaschen mit 175 cm? Grundflache, an deren Langsseite runde
Graphitelektroden mit einem Durchmesser von 0,25 inch angebracht waren. Sie erreichten mit
einer Frequenz von 3 Hz im Zeitraum von 6-72 h nach Isolierung bei 75-80% der Zellen
synchrone Kontraktionen, dieser Anteil sank auf etwa 50% nach 7 Tagen Kultur. Sie
untersuchten mit diesem Modell den Mechnismus der unter EFS ausgeldsten
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Abbildung 1.1 Kardiale hypertrophische Stimuli steuern auf verschiedenen Signalwegen die Gentranskription. Pfeile

markieren die wichtigen Signaltransduktionswege, offene Pfeile zeigen die Interaktion mit zytosolischem Substrat an. Fir

Abkiirzungen siehe Tabelle 2.1. (aus Hefti et al. [39])



Seite 10 1 EINLEITUNG

Proteinsyntheseerh6hung und postulierten, daf3 die Freisetzung von FGF-2 Uber eine
autokrine Stimulation zur Hypertrophie der Zellen fuhrt [1].

1.5 Interaktion von Wachstumsfaktoren

Es gibt experimentelle Untersuchungen, die eine Interaktion der verschiedenen
Wachstumsfaktoren auf Ebene der Signaltransduktion nahelegen (Abbildung 1.1). Im Kontext
der Sarkomerogenese sind IGF-1 und FGF-2 Gegenspieler in der Regulation des
Sarkomerenaufbaus [37]. In serumhaltigen Kulturen von adulten Kardiomyozyten fordert
IGF-1 die Sarkomerogenese und supprimiert die Expression von atrialem natriuretischen
Faktor (ANF). FGF-2 dagegen hemmt den Aufbau des Sarkomers und erhoht die Expression
von ANF. Dabei ist etwa 1l nM T, fur die Wirkung von FGF-2 und IGF-1 Vorraussetzung. In
dieser Konzentration regulieren diese Wachstumsfaktoren differentiell die Expression von
a-sm Aktin [80, 81].

Ein anderes Beispiel ist TGF-f3. Es reguliert bel aleiniger Gabe weder in neonatalen noch
adulten Kardiomyozyten die Proteinsynthese oder das Zellwachstum [66, 82]. Erst die
Kombination von TGF-$ mit Isoproterenol fuhrt zu zellulérer Hypertrophie [66].

An neuronalen Zellen des Huhns wurde fur das FGF-2 gezeigt, dal3 ausschliefdlich die
K ombination von FGF-2 mit Depolarisation und / oder Laminin das Uberleben von Zellen in
Kultur erméglicht [83]. Keiner der Faktoren zeigt als alleiniges Stimulans diesen Effekt.
Diese Daten zeigen, dal3 verschiedene hypertrophische Stimuli zusammenwirken, um eine
Vielzahl von morphol ogischen und biochemischen Phanotypen hervorzubringen.

1.6 Ziel meiner Arbeit

Die einzelnen, in Kulturen von adulten Kardiomyozyten identifizierten hypertrophen Stimuli,
sind wahrscheinlich in vivo und auch wahrend einer kompensierten Hypertrophie im
Gleichgewicht. Die Veranderung der Expression einzelner Faktoren kann jedoch dieses
Gleichgewicht ins Wanken bringen und zu einer Verschlechterung der Situation fuhren. Die
Erforschung der zelluldren Reaktion auf individuelle hypertrophische Stimuli ist eine
wichtige Grundlage, da etablierte as auch neue therapeutische Strategien in der Kardiologie
entweder die Verstarkung oder die Blockade der Wirkung von Wachstumsfaktoren verfolgen.

Das Ziel meiner Arbeit war daher die Beschreibung der Wirkung humoraler und
mechanischer Stimuli auf die Regulation der Zelladaption von Kardiomyozyten im Anschluf3
an die Etablierung einer Kultur und die Identifikation hypertroph wirkender Stimuli. Dazu
sollte eine Auswahl an Wachstumsfaktoren an Kulturen von adulten kardialen Myozyten der
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Ratte getestet werden, die Morphologie beschrieben und vergleichende Untersuchungen zum
Proteinumsatz durchgefuhrt werden. Basierend auf der Beobachtung, daf} sich die
Dedifferenzierung der Zellen nach Einsetzen von spontanen Kontraktionen beschleunigt,
sollte der Einflufd von Kontraktionen auf diese Prozesse untersucht werden. Dazu wurde ein
System etabliert, das erlaubt, kultivierte Zellen Gber mehrere Tage oder Wochen mittels eines
elektrischen Feldes zu stimulieren. Ob es durch diese mechanische Aktivitét zur Hypertrophie
kommt und ob fur die beobacheten Veréanderungen Wachstumsfaktoren verantwortlich sind,
sollte dann anhand der Messung von Protein- und RNA-Synthese / Gehalt als auch auf
transkriptioneller Ebene durch Northern-Blot-Hybridisierungen fir Wachstumsfaktoren-
Transkripte untersucht werden.
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2MATERIAL & METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Zéellisolierung

* |solierungspuffer

 Kochsal zldsung

» Kollagenasestamml 6sung (1:10)

» Ca?*-Stock

* BSA-Stock

2.1.2 Zellkultur

* ACCITT-Zdlkulturmedium

110 mM NaCl

2,6 mM KClI

1,2 mM KH,PO,

1,2 mM MgSO,*7H,0

25 mM HEPES

11 mM Glucose pH 7,4

154 mM NaCl in Aqua dest.

30 mg Kollagenase (Worthington)
40 ul 100 mM Ca?*-stock

10 ml Isolierungspuffer
100 mM CaCl,

0,2 g fettsdurefreies BSA / ml Isolierungspuffer

M199 mit Earle's Salz

1,3 mM Glutamin

5mM Creatin

2 mM L-Carnitin

5mM Taurin

2,5 mM Pyruvat

100 U/ml Penicillin / Streptomycin pH 7,4
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* CCT-Zdlkulturmedium M199 mit Earle’'s Salz
5mM Kreatin
2 mM L-Carnitin
5mM Taurine

100 U/ml Penicillin/ Streptomycin pH 7,4
* Glutamin-Stock 200 mM L-Glutamin
* Triiodthyronin-Stock 0,1 uM Triiodothyronin

0,01 M NaOH
* Insulin-Stock 5mg/ml Insulinin

Aquadest. pH 2,0
e Laminin 5o0der 10 ug/ mi

» Konzentration und L6sung der getesteten Wachstumsfaktoren (Stamml dsung)
3mM IGF-l inH,O
1 mM IGF-Il in H,O
1mM LIFinH,O
1mM IL-11inH,O
1 mg/ ml ECGSin Kulturmedium
1ug/ul FGF-1in H,O
135 ug/ ml FGF-2in H,0
10 ug/ ml VEGF
1ug/ ml TGF-f,in4 mM HCl /0,1 % BSA
5000 U / ml Heparin in Kulturmedium

2.1.3 Molekularbiologie

« Scintillation-Cocktail 2,1 L Xylene
900 ml Nonion
300 ml MeOH
49 PPO
0,3 g POPOP
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* Phosphatpuffer

* Hybridisierungspuffer

¢ Guanidinium Puffer

* Cl

* PCI

*TE

*50x TAE

*20x TBE

* 20 x SSC

137 mM NaCl

2,6 mM KCl

1,5mM KH,PO,

8,1 mM Na,HPO,*2H,0
0,2 mM MgCl,*6H,0
0,9mM CaCl,

5ml ddH,0O

2ml 5M NaCl

0,5 ml 50%iges Dextransulfat
1 mg salmon sperm DNA

4 M Guanidiniumisothiocyanate
25 mM Natriumzitrat, pH 7,0
0,5 % Sarcosylsarcoat

0,1 M 2-Mercaptoethanol

Chloroform / Iscamylalkohol (49: 1)

pH 7,4

Phenol / Chloroform / Isoamylalkohol (25:24:1)

mit 100 mM Tris-HCI. pH 8 geséttigt

10 mM Tris-HCI, pH 7,5
1mM EDTA

2 M Tris
1 M Na-Azetat
50 mM EDTA

1M TrissHCI, pH 7,5
1M Borsaure
20mM EDTA

3 M NaCl
0,3 M Na-Zitrat

pH 7,0
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« DEPC-H,0

* 10x MOPS

* RNA-Probenpuffer (5x)

* Hybridisierungspuffer

* LB-Medium

. LB-Agar

2.1.4 Histologie

» Antikorper

100 ul DEPC pro | H,O, tber Nacht gerthrt
2x autoklaviert

0,2 M MOPS
50 mM Na-Azetat
10 mM EDTA pH 7,0

3,75 ml deionisiertes Formamid, pH 7,0
0,75 ml 10x MOPS

1,2 ml Formaldehyd 37°C

0,5ml DEPC-H,O

0,5 ml Glycerol

0,4 ml Bromphenolblau 10%

10 ml deionisiertes Formamid
4 ml NaCl (5 mM)

4 ml Probenpuffer (5x)

1 ml Dextransulfat 50%

2 mg aufgekochte sSDNA

10 g/ | Bacto-Pepton

59/ | Bacto-Y east Extrakt

10g/1 NaCl; pH 7,5

als Selektionsmedium mit 40 ug / ml Ampicillin

LB-Medium, mit 159/ | Agarose Agar

monoklonaler Antikorper gegen a-Actinin
biotinylierter anti-Maus-Antikorper (Esel)
Streptavidin-Cy 2
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2.1.5Versuchstiere

* Wistar-Ratten - eigene Zucht

2.1.6 Bezugsquellen

Allgemeine Chemikalien wurden von den Firmen Merck, Darmstadt, Serva, Heidelberg;
Fluka, Neu Ulm; Carl Roth GmbH, Karlsruhe; Gibco BRL, Gaithersburg / USA; Sgma, S.
Louis / USA bezogen. Radioaktiv markierte Nukleotide wurden von Amersham /
Grof3oritannien bezogen.
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2.2 Methoden

2.2.1 Isolierung von adulten Kardiomyozyten der Ratte

Zur lsolierung der Myozyten fand eine modifizierte Langendorff-Perfusionsapparatur
(Eigenbau) Verwendung, die in dhnlichem Aufbau schon von Powell [84] und Piper [85]
beschrieben worden war. Sie gewadhrleistet wahrend des Experiments eine konstante
Temperatur von 37°C, bietet durch einen verschlie3baren Auffangbecher eine Art
"Klimakammer" fur das Herz, aquilibriert den Puffer vor und wahrend der Isolierung mit
Carbogen (95% O, - 5% CO,) und gewahrleistet die Konstanz des pH's. Es lassen sich an ihr
zwischen einem und vier Herzen gleichzeitig perfundieren, was je nach Bedarf zur

Anwendung kam.
oberes :
Reservoir j
k

erwarmte
Saule T

Luftfalli%

Y
7

Hohe:
90 cm

<

J:
3

= Ventil

Auffangbecher

(@]

Rollerpumpe

Abbildung 2.1 Perfusionsapparatur, modifiziert nach Powell und Piper [84, 85]. Die 90cm hohe Sdule bietet einen
konstanten Perfusionsdruck fur das Herz und wird mittels eines FluRRregulierung reguliert. Unter
Zwischenschaltung einer Luftfalle werden dann die Koronarien mit diesem Druck perfundiert. Die Rollerpumpe
befordert die Enzymlésung zuriick in das obere Reservoir, in dem es begast und angewarmt wird und damit zur
Reperfusion zur Verfligung steht.
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Im oberen Reservoir befindet sich die Enzymldsung. Sie steht tUber eine 90 cm hohe,
gewarmte Saule mit einem Luftfanger in Verbindung, an dem sich die Kanule zur Perfusion
des Herzens befindet. Dieser Aufbau generiert einen Druck von 90 cm Wassersaule, der mit
einer Fluf3regulierung gesteuert werden kann. Der Auffangbecher unterhalb des Herzens dient
zur Rezirkulation der Enzymldsung, sowie durch einen Verschlufld des Bechers mittels
Parafilm a's Klimakammer, so dal3 das gesamte Herz wahrend der Perfusion eine Temperatur
von 37,5°C aufweist.

Trachea

V. cavaant. dextra _-V.cavaant. sin.

A. subclavia
Truncus anonymous

A. pulmonalis Aortenbogen

Abbildung 2.2 Situs nach Eréffnung des Thorax. Zur Entnahme werden die Gefél3e zuerst distal am Zwerchfell,
dann proximal am Hals durchtrennt und der gesamte Mediastinalinhalt enthnommen. Das Herz wird dann in der
eiskalten Salzldsung freiprapariert und fur die Kandlierung vorbereitet. Auf der rechten Seite sieht man die

optimale Positionierung der Kanile

Vorbereitung. Zu Beginn einer Isolierung wurde das Wéarmebad eingeschaltet und mit der
Begasung der Puffer begonnen. Der Alkohol, mit dem das System zur Aufbewahrung gefillt
ist, wurde mit Aqua dest. ausgewaschen und die Apparatur vor der Isolierung noch einmal mit
dem Isolierungspuffer gespilt. Anschlief3end wurde das System mit Puffer geftllt und das
obere Reservoir begast. Bei der Beflllung war darauf zu achten, dal3 sich keine Luftblasen im
System befanden, um mit den Blasen keine Gewebsareale zu embolisieren.
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Organentnahme. Eine etwa 250g schwere Ratte wurden mit Ather narkotisiert. Reagierte sie
nicht mehr auf Schmerzreize, wurde der Thorax ertffnet und das Herz mit dem gesamten
Mediastinalinhalt entnommen. Man umfaldte zur Entnahme des Herzens mit der linken Hand
den gesamten Mediastinalinhalt, trennte die nach distal laufenden Strukturen wie Vena cava,
die Aorta und den Osophagus ab, hob dann das Herz an und trennte auch die proximalen
Verbindungen. Dadurch erhielt man ein Bundel, das neben dem Herzen sowohl die Lungen
als auch den Thymus enthielt, und gab esin ein mit eiskalter Kochsalzl6sung gefilltes Gefali.
Das Herz schlug zu dieser Zeit noch kréaftig und trieb das Blut aus dem Kapillarbett und den
Ventrikeln und verhinderte so eine Thrombosierung der Koronargefél3e. Die Herzaktion
sistierte in der kalten Salzl6sung nach einigen Sekunden. Nach dem Auswaschen des Blutes
im ersten Gefal3 wurde das mediastinale Gewebe vom Herzen abgetrennt und das Herz in die
zweite Schale Uberfuhrt. Die Aorta fand sich unmittelbar hinter dem glasig aussehenden
Thymus. Zur Praparation trennte man die beiden Lappen des Thymus mit den Forceps-
Zangen voneinander und sah die Aorta auf der linken, die A. pulmonalis auf der rechten Seite.
Die Aorta zieht um die Arteria pulmonalis herum nach distal und &3t sich von proximal aus
gut verfolgen und freilegen.

Praperfusion. Die Perfusion wurde mit 1 Tropfen / sec / Kanile gestartet. Wahrend die
Herzen in der Kochsalzlsung schwammen, wurde das Lumen der Aorta mit zwei Forceps-
Zangen gedffnet, das Herz angehoben, die Aorta tber die Kanile gestilpt und gerade so weit
vorgeschoben, bis sie den Abgang des Truncus anonymous passiert hatte (siehe Abb. 2.2).
Die Kanule sollte also die Geféfle des Aortenbogens verschlief3en, durfte aber weder die
Koronarien verlegen, noch die Aortenklappe penetrieren. In dieser Position wurde die Aorta
mit einer Krokodilklemme fixiert, anschliefRend durch eine Ligatur gesichert und pro Herz mit
ungefahr 2 Tropfen / sec praperfundiert (10 ml / min). Die etwa 3 min dauernde Pr&perfusion
diente zum Auswaschen des restlichen Blutes und der Erniedrigung des extrazellularen
Calcium-Spiegels.

Perfusion. Indem man den Auffangbehalter unter die Herzen schob, hochzog und mit
Parafilm verschlo3, wurde das System auf Reperfusion umgestellt. 10 ml der
K ollagenasestammldsung gab man zum oberen Reservoir und das Puffervolumen wurde auf
ein Endvolumen von 100 ml erganzt. In den nun folgenden 30 Minuten wurde das Herz mit
einer Geschwindigkeit von etwa 1 Tropfen / sec perfundiert. Wahrend dieser Zeit wies das
Herz eine homogene Férbung auf, die auf eine gleichméige Perfusion des Gewebes
hindeutete.
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Nachverdau. Man nahm das Herz von der Perfusionsapparatur, indem man die Ventrikel an
der Klappenebene von den Vorhofen trennte und in 2-4 Stiicke teilte. Diese Stiicke wurden in
einer Zellkulturschale, die 10 ml Kollagenaselosung enthielt, mit 2 Skalpellen klein
geschnitten und in den vorbereiteten Glasbecher gegeben, der mit 20 ml Kollagenasel 6sung
und 4 ml BSA-Stamml6sung gefullt war. Die kontinuierliche Begasung mit Carbogen stellte
die Sauerstoffversorgung der Zellen sicher und sorgte fir eine mechanische Unterstiitzung der
Verdauung. Wahrend einer 10-15 min dauernden Inkubationszeit wurde der Verdau
regelmaldig unter dem Mikroskop beurteilt.

Zdllanreicherung. Die Zellsuspension wurde durch ein Nylonsieb dekantiert und in zwei 50
ml Zentrifugenréhrchen aufgeteilt. Nach anfanglichem Abzentrifugieren der Enzymldsung
wurden die Zellen in Isolierungspuffer mit steigendem Calcium-Gehalt von 200 uM und 500
uM gewaschen, anschlief3end in einer 1 mM Calcium-Ldsung resuspendiert und auf den 4 %-
igen Albumingradienten geschichtet. Der Albumingradient wurde 1 min bei 159 zentrifugiert
und die Zellen noch einma mit Zellkulturmedium gewaschen. Nach Abschluld der
Waschschritte wurden die Zellen pro Herz in 60 ml Medium resuspendiert.

Myozytenzahlung. Zur Zahlung der Myozyten wurde ein Mikroskop verwendet, in dessen
Okular ein Feld definierter Grof3e eingeschliffen ist. Man zahlte jeweils 10 dieser Felder aus,
um die Anzahl der Myozyten, sowie das Verhdtnis von intakten zu abgerundeten Zellen zu
bestimmen.

Trypanblauféarbung. Die Intaktheit der Myozyten und ihrer Membran wurde mit Hilfe des
Farbstoffs Trypanblau bestimmt. Mischte man die Farbstofflésung in einem
Volumenverhdtnis von 1:1 mit dem Medium, konnten Myozyten mit starken Schaden an der
Zellmembran diesen Farbstoff nicht mehr ausschlief3en, es kam zu einer Blaufarbung der
Zéellen.

Sarkomerenlange. Zur Messung der Sarkomerenlange wurden mittels eines
Auflichtmikroskops Bilder von der Querstreifung der Myozyten und eines Eichmalies
angefertigt. Dabel wurde die Lange von mindestens 30 Sarkomeren mit einem elektronischen
Mikrometer gemessen und die Lange mit Hilfe des Eichmal3es umgerechnet.
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2.2.2 Kulturbedingungen

Es wurde unterschieden zwischen Kulturen zur Stimulation mit Wachstumsfaktoren (WF)
und Kulturen zur elektrischen Feldstimulation (EFS). Am Vorabend eines Versuchstages
wurde Laminin in einer Konzentration von 5 (EFS) bzw. 10 ug / ml (WF) auf die Schalen
aufgetragen, fein verteilt und im Brutschrank tiber Nacht inkubiert (80 ul / cm? Laminin). Vor
Versuchsbeginn saugte man das Laminin ab, die Schale wurden zweimal mit Medium
gewaschen und die 4,5 x 10° Zellen eines Herzens, in 60 ml Medium resuspendiert und auf
einer Flache von etwa 225 cm? ausplattiert (2x10* Zellen / cm?). Nach einer Stunde
Inkubation bei 37°C waren die langlichen Myozyten angeheftet. Alle nicht angehefteten
Zellen wurden in den nun folgenden Waschschritten abgehoben.

2.2.3 Stimulation mit Wachstumsfaktoren

Zur Stimulation mit Wachstumsfaktoren wurden die Zellen nach der Isolierung einen Tag
ohne Zusatz kultiviert. Am folgenden Morgen wechselte man das Medium. Die
Wachstumsfaktoren wurden aus den Stammlésungen entnommen und in das frisch
gewechselte Medium pipettiert. In der Folge wurde das Medium alle 48 Stunden
ausgetauscht.

2.2.3 Elektrische Feldstimulation

EZIN™ Stimulationskammer (Eigenbau)

Material: EZIN™ 75 cm?® Zellkulturschalen - Nunc GmbH, Wiesbaden-Biebrich, BRD
2 Graphitelektroden 0,25" - Ladd Research Industries, Burlington VT, USA
Plexiglasdeckel - Cadillac, Frankfurt, BRD
TeflonfiiRe, Messinganschluf3stiicke
Platin-1ridiumdraht
Steckverbindungen

Die groRere der beiden Kammern (Abb. 2.3) basierte auf EZIN™ 75 cm? Schalen von Nunc.
Sie diente zur Kultivierung groferer Zellmengen, wie sie zur Isolierung von RNA und
Proteinen notwendig war.
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Platindraht (@ 0,6 mm ) Plexiglasstift mit
—I Gewinde
Bohrung (2 0,6 mm)
Stimulator T 7l D
Graphitelektrode 1/4 Zoll

K Abstand 6 cm

Abbildung 2.3 Aufbau der groRen Stimulationskammer, modifiziert nach Berger et a. [79]. Durch die
Verwendung von zwei langen Graphitstében wird die gleichmalZige Stimulation der gesamten Schale ermdglicht.
Diese Anordnung erlaubt entweder die direkte Kultur von Zellen, um damit molekularbiologische

Untersuchungen durchzufiihren oder die Einlage von Objektragern fir immunhistochemische Anférbungen.

Die Graphitelektroden waren 0,6 cm dick und 9 cm lang. Sie befanden sich an den
Langsseiten der 75 cm?-Schale (12 cm lang und 7,2 cm breit). Der Abstand zwischen den
Elektroden betrug 6 cm. An den gegenlberliegenden Enden der Elektroden befand sich
jeweils eine Bohrung, in die der Platindraht ( @ 0,6 mm) als Verbindung zum Stimulator
eingelassen war. Dieser Platindraht war mit dem Stimulator verbunden. Die Elektroden waren
uber Halterungen an einen Plexiglasdeckel geschraubt und erlaubten dadurch eine einfache
Handhabung der Elektroden.

QUADRIPERM ™ Stimulationskammer (Eigenbau)

* Material:  QUADRIPERM ™ Kulturschalen - Heraeus Instruments GmbH, Hanau, BRD
8 Graphitelektroden, 0,25", 2,2 cm Lange - Ladd Research Industries, USA
Plexiglasbigel - Cadillac, Frankfurt, BRD
Platin-Iridiumdraht
Steckverbindungen

Die kleinere Ausfuhrung (Abb 2.4) basierte auf QUADRIPERM ™-Schalen der Firma
Heraeus (4 x 21,6 cm?). Die einzelnen Troge waren 2,7 cm breit und 8 cm lang. Durch diese
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Aufteilung erlaubten sie die Messung von DNA-, RNA- und Proteinsynthese und Gehalt,
sowie die Stimulation von Myozyten auf eingelegten Glasobjekttragern. Die Gesamtflache
von vier Trogen entsprach in etwa der einer 75 cm*-Schale. Die Stimulation dieser Schalen
bedurfte allerdings im Vergleich zur EZIN™-Schale einer héheren Spannung, da die
einzelnen Troge in Reihe geschaltet wurden.

Platindraht ( @ 0,6 mm)

[ )
R

i
(I 0] 1)L 0( 10
Graphitelektroden 1/4 Zoll

Stimul ator

AT

Abbildung 2.4 Aufbau der kleinen Stimulationskammer, modifiziert nach Kato et. al. [86]. Der Vorteil dieser
Kammer liegt in den vier getrennten Trogen, die von der Menge her fir Synthesemessungen ausreichend sind
und neben einer Kontrolle 3 verschiedene Experimente erlauben. Auch hier lassen sich vier Objektrager fur

histochemische Untersuchungen einlegen.

Auf die genaue Konstruktion der Stimulationskammern wird im Technischen Anhang
(Kapitel 6) ndher eingegangen. Er ist als Ergénzung zu diesem Kapitel zu sehen und dient zur
genaueren Orientierung.

Beschreibung des verwendeten Stimulators. Bel der Konstruktion des Stimulationsgeréats

fur die elektrische Feldstimulation wurde mit der Firma Heinemann, Kelkheim ein

Stimulationsgerét entwickelt.

* Es bestand eine Wahlmdglichkeit zwischen verschiedenen Stimulationsfrequenzen zwischen
1 und 10 Hz und erlaubte die Einstellung einer Impulsdauer von 1 bis 10 ms.

e Der Stimulationsimpuls war von wechselnder Polaritét. Dabei war der Impuls selbst
monophasisch und rechteckig.

* Die Restspannung wahrend der Impuls-freien Zeit war auf ein Minimum beschrankt, um die
Elektrolyse zu minimieren und keine Ladung zwischen den Elektroden aufzubauen.

* Eswar in der Lage, insgesamt vier Schalen zu betreiben.
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* Eine Anzeige des Stimulationsstroms, um die H6he des Schwellenwerts fur die elektrische
Stimulation zu bestimmen. Diese Anzeige war zwischen beiden Kandlen umschaltbar und
zeigte entweder die Spannung in Volt oder den flief3enden Strom in mA an.

« Eine Kontrolldiode erlaubte die Uberwachung der Stimulation von auRerhalb des
Brutschranks.

Versuchsaufbau. Funf Stunden nach Ende der 1solierung wurde das Medium gewechselt und
die Elektroden in die Schale eingesetzt. Nach einer weiteren Stunde wurde die Schale an das
Stimulationsgerat angeschlossen und der Erfolg der Stimulation unter einem
Auflichtmikroskop betrachtet. Dabel sorgte eine Rotlichtlampe fir eine konstante Temperatur
von 37°C. Zur Bestimmung der Stimulationsschwelle erh6hte man die Spannung von null
anfangend sowelt, bis etwa 50% der Zellen in der Schale den Stimulationsimpulsen folgten.
Die "Endstromdichte" erreicht man, indem man die Spannung um weitere 10 % erhohte.
Diese Spannung wurde dann Uber die gesamte Zeitdauer des Experiments beibehalten. Die
Impulsbreite betrug 5 ms, die Frequenz 2,5 Hz.



Seite 25 2 MATERIAL & METHODEN

2.2.5RNA-, DNA-, Proteinsynthese und Gehalt

Markierung und Aufbereitung der Proben. Die Zellen wurden zur Synthesemessung in
Gegenwart radioaktiver Metabolite kultiviert. Dabei fanden die elektrisch stimulierten
Kulturen aus den QUADRIPERM ™-Schalen (4 Troge) Verwendung. Die Messungen der
Kulturen mit Wachstumsfaktoren fanden in den 6-Troge-Platten statt. Dazu wurde fir die
Messung der RNA-Synthese *H markiertes Uridin zum Medium zugegeben und die Zellen fir
weitere 2 h kultiviert. Flr Proteinsynthese-Messungen wurden die Zellen fur 4 h in
Gegenwart von *H Phenylalanin inkubiert. Die Radioaktivitat betrug 2,5 uCi pro ml Medium.

Nach dem Ende der Markierungszeit wurde jeder Trog zweimal mit 3 ml Hanks gepufferter
Salzl6sung gewaschen, eine Stunde lang mit 2,5 ml eiskalter 10 % - iger Trichloressigsaure
(TCA) préazipitiert und anschlief3end zweimal mit 2 ml 10 % TCA gewaschen. Es folgte nun
ein dreifacher Waschschritt mit 95% Ethanol, an den sich eine 10-minltige Trocknung bei
37°C anschlof3. Dann wurden die Zellen mit 700 ml 0,3 N NaOH lysiert und 40 min bei 55°C
inkubiert. Durch sorgféltiges Auf- und Abpipettieren wurden die Proteine aus der Schale
gelost, in ein Eppendorff-Tube Uberfihrt und 15 sec gut gemischt. Aliquots dieser Probe
fanden in den nun folgenden Messungen V erwendung.

DNA-Gehalt. Die DNA-Messungen erfolgten nach der Methode von Cesarone [87]. Dazu
stellte man eine Verdinnungsreihe her, die 0 - 32 ug in Aqua dest. geldste DNA enthielt und
das Volumen mit 0,3 N NaOH auf 282 ul erganzt. Die Proben wurden anschlief3end mit 1,4
ml eiskalter EDTA-L6sung versetzt und 20 min bei 37°C inkubiert. Sie wurden auf Eis
abgekuhlt und mit 100 ul 1 M KH,PO,versetzt. Nach gutem Mischen wurde 1,5 ml
Bisbenzimidine-L6sung zu jeder Probe gegeben. Die Fluoreszenz wurde in einem
Spektrofluorometer (Perkin-Elmer) bei einer Excitation von 350 nm, einer Emission von 455
nm und einem Split von 10 nm bestimmt. Die erhaltenen Werte wurden auf den Standard
bezogen und der DNA-Gehalt im linearen Bereich mittels Dreisatz bestimmt.

RNA-Gehalt. 750 ul der Probe wurden mit 250 ul 4 N PCA gemischt, bel 4°C fir 15 min
abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues Eppendorff Uberfuhrt. Die Absorption des
Uberstands wurde in einer Quarzglas-K tivette bei 232 und 260 nm Wellenlange gemessen.
Der RNA-Gehalt erechnete sich aus:

RNA (mg/ ml) =32,9x A260— 6,11 x A232
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Protein-Gehalt. Die Messung des Protein-Gehalts wurde mit dem Kit von Bio-Rad (Bio-Rad
DC Protein Assay Katalog-Nr. 500-0112) durchgefihrt.

RNA- und Protein-Synthese. Ein Aliquot von 100 wl der Probe wurde zu 3 ml eines
Scintillation-Cocktails gegeben und gut durchmischt. Die Radioaktivitat wurde in einem
Beta-Counter fur 2 min gezéhlt und auf den DNA-Gehalt bezogen.

2.2.5 Bestimmung des mRNA Gehalt mittels Dot Blot

Das verwendete System. Fur die Dot-Blots wurde der Minifold |1 von Schleicher & Schuell
verwendet. Dazu wurden zwei Bogen S& S Papier auf die Filtertrgerplatte gelegt, der Filter
mit 10x SSC-Ldsung befeuchtet und blasenfrel auf die Unterseite der Probenbehdterplatte
gelegt. Nach dem Zusammenbau der Apparatur (Abbildung 2.6) fixierte man sie mit Hilfe der
U-formigen Seitenklammern.

| |_| |_| |_| |_| |_| |_| |\ Probenbehalterplatte

\ Filter

| | S& S Papier
0 0
\ Filtertragerplatte
Vakuum | |
< m | Unterteil

Abbildung 2.5 Dot-Blot Apparatur

Die Slots wurden bis zur Verwendung mit 10x SSC gefllt. Die verwendete Menge totaler
RNA trocknete man unter Vakuum und |6ste sie anschliefiend in 30 ul H,O. Zur RNA wurden
7 ul Formaldehyd ( 37% ) und 2 ul 20x SSC gegeben, fur 15 min bei 68°C inkubiert und auf
Eis abgekuhlt. Dann gab man das doppelte Volumen 20x SSC ( 78 ul ) zu und zentrifugierte
fur 5 min bei 14.000g. Zur Beschickung der Slots pipettierte man die RNA in die
entsprechenden Slots und fullte die freien Slots mit 10x SSC. Mit Hilfe des Vakuums wurde
die FlUssigkeit abgesaugt, dieser Schritt einmal wiederholt und die Membran anschlief3end
getrocknet. Der Filter wurde kurz in 2x SSC gewaschen, anschlief3end bel Raumtemperatur
getrocknet und fir 30 Sekunden unter einer UV-Lampe fixiert.
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Markierung der Probe. Die oligo-dT Probe zur Bestimmung des mRNA-Gehalts (30
Thyminbasen) markierte man mit einer T4-Polynukleotidkinase. Dazu wurden 5 pmol des
oligo-dT in 21,5 ul Aquadest. aufgenommen, 5 min aufgekocht und 5 min auf Eis abgekuhlt.
Dann wurden 3 ul eines 10x Kinase Puffers, 3,5 ul (**P)y-ATP und 1 ul T4-
Polynukleotidkinase (30 U) zugegeben. Dieses Gemisch inkubierte man 10 min bel 37 °C und
stoppte die Reaktion durch Zugabe von 20 ul 0,1 M EDTA. Zur Aufreinigung der Probe
wurden CHROMA-SPIN™ columns von Clontech eingesetzt. Dazu zentrifugierte man die
Saule fur 5 min bei 3000g, um das in H,O suspendierte Resin zu sedimentieren und das
Wasser abzutrennen. Dann wurde die markierte Probe aufgegeben und die Columns
wiederum 5 min bei 3000g zentrifugiert. Das Filtrat konnte zur Hybridisierung verwendet
werden.

Hybridisierung mit Oligo-dT. Der Hybridisierungspuffer bestand aus 5 ml Aqua dest., 2ml
5x Probenpuffer, 2 ml 5M NaCl, 0,5 g Dextran und 2 mg salmon-sperm-DNA. In dieser
Losung wurden die Filter im Rollerschrank 4 h bei 42°C prahybridisiert. Zur Vorbereitung
der Hybridisierung wurde ein Volumen der markierten Probe, das 1,5 Mio Counts entspricht,
far 5 min aufgekocht, auf Eis wieder abgekuhlt und kurz abzentrifugiert. Anschlief3end wurde
sie in die Prahybridisierungsldsung pipettiert und die RNA anschlief3end fur 16 h bel 42 °C
mit dem Oligo-dT hybridisiert.

Dehybridisierung. Zur Dehybridisierung wurden 0,01 % SSC, H,0O und 0,1 % SDS gemischt
und aufgekocht. Diese Losung wurde auf den Filter gegossen und bei 15 min bei
Raumtemperatur geschwenkt. Der Filter wurde feucht eingeschweil3t und bei 4°C zur
weiteren Verwendung aufbewahrt.

2.2.7 Préaparation der cDNA Proben

Die cDNA-Proben, die in den Experimenten Verwendung fanden, sind Tell des Bestandes in
unserem Labor. Sie waren in der Regel als Inserts fertig prépariert und bedurften keiner
weiteren Aufarbeitung. Die Plasmide fur die Myosine mufdten vor ihrer Verwendung
vervielfaltigt werden. Dazu wurden superkompetente Bakterien mit diesen Plasmiden
transfiziert, vermehrt und die Inserts anschlief3end aus den Plasmiden isoliert.

Vermehrung der Plasmide. Die Plasmide wurden zu ihrer Vermehrung in superkompetente
HB101-Zellen eingebracht und diese Zellen Gber Nacht kultiviert. Dazu mischte man 200 ul
kompetente Zellen mit 5 ul Plasmidmix, inkubierte sie fur 35 - 40 min auf Eis, anschlief3end
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40 sec bei 42 °C und dann unter Zugabe von 1 ml LB-Medium ohne Ampicillin 60 min bei
37°C inkubiert. Nach 5-minitiger Zentrifugation bei 5000 rpm wurden 1 ml des Uberstands
verworfen und das Pellet in dem Rest von etwa 200 ul resuspendiert. Diese Suspension wurde
mit einer ausgeglihten Ose auf Ampicillin-haltigen Platten ausgestrichen. Die einzelnen
Kolonien, die bel 37°C Uber Nacht auf diesen Platten wachsen wurden mit einem kleinen
Holzstift gepickt und in 2 ml LB-Medium unter Zusatz von 2 ul einer Ampicillin-
Stammldsung bis zum néchsten Morgen vermehrt.

Die Kultur wurde bei 4°C fur 3 min zentrifugiert und die enthaltenen Plasmide mit Hilfe des
MiniPrep-Kits von Promega aufbereitet. Sie konnten dann sequenziert werden, um die Klone
zu identifizieren, die ein intaktes Insert enthalten. Diese Sequenzierungen wurden in unserem
Haus in einer zentralen Sequenziereinrichtung verarbeitet. Nach Identifikation geeigneter
Klone wurde ein Aliquot erneut kultiviert und die Plasmide mit dem MaxiPrep-Kit von
Promega aufgearbeitet. Der cDNA-Gehalt der aus den MaxiPreps erhaltenen
Plasmidsuspensionen wurde durch Spektrophotometrie bei 260, 270 und 280 nm bestimmt.

Préparation der Inserts. Zu 40 ug Plasmid gab man die zum Schnitt verwendeten Enzyme
und der entsprechende Puffer. Dieses Gemisch wurde fur 1 Stunde bei 37°C inkubiert und
dann die Verdauung mit EDTA abgestoppt.

Die Auftrennung des Plasmidgemisches erfolgte in sehr breiten Slots eines FA-Gels. Dazu
verwendete man besonders gereinigte Agarose. Die Bande mit dem Insert wurde
ausgeschnitten und die Inserts mit dem Gene-clean-Kit aufgereinigt. Dazu wurde das
Eppendorff mit dreifachem Volumen Natriumiodid aufgefillt und die Agarose fur 5 min bei
55°C inkubiert. Nach Zugabe von 5 ul Glasmilch pro 5 ug Insert-DNA und Inkubation fur 15
min bei RT wurde die Glasmilch 5 sec bel 14.000 g abzentrifugiert. Das Pellet wurde dreimal
mit 200-700 ul einer Waschl6sung gewaschen. Dann eluierte man das Insert fir 15 min mit
etwa 15 ul H,O oder TE-Puffer aus dem Pellet. Nach 30 sec scharfem Abzentrifugieren wurde
der Uberstand mit den Inserts abgehoben und in ein neues Eppendorff transferiert und bei 4°C
aufbewahrt.

2.2.8 Analyse exprimierter mRNA

RNA-Isolierung. Das Medium wurde von den Zellen abgehoben und die Zellkulturschale
zweimal mit Phosphatpuffer gewaschen. Anschlief3end gab man 2 ml Guanidiniumpuffer zu,
|Gste das Lysat mit einem Zellschaber, teilte esin 1,5 ml Eppendorff in Portionen zu je 0,5 ml
und legte es auf Eis.
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Pro Eppendorff wurden 50 ul 2 M Natrium-Azetat, 500 ul Phenol und 100 ul
Chloroform : Isoamylalkohol (49 : 1) zugegeben und sorgféltig fir 1 min gevortext, fir 15
min auf Eis gestellt und 20 min bei 14.000 g / 4°C abzentrifugiert. Man nahm die obere klare,
wassrige Phase ab, gab sie in ein frisches Eppendorff-Tube und prézipitierte sie dort mit 500
ul Isopropanol (1h bel -20°C). In einem nachsten Schritt wurde die RNA fir 20 min bei
14.000 g abzentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abgenommen. Das Pellet wurdein 1 m
70% Ethanol gewaschen und bei 14.000g 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut
abgenommen und das Pellet kurz getrocknet. Dann l6ste man das Pellet in 100 ul
Guanidinium-Puffer und prazipitierte es mit 100 ul 1sopropanol bei -20°C fir eine Stunde. Im
letzten Schritt wurde das Pellet zweimal mit 70%-igem eiskalten Ethanol gewaschen und in
50 ul DEPC-Wasser gelost. Dazu inkubierte man es 15 min bei 65°C. Zur
Konzentrationsbestimmung wurde in einem Spektrophotometer die Absorption bel 260 und
280 nm bestimmt. Nun wurde die RNA mit der 2,5-fachen Menge 100% Alkohol bei -80°C
zur weiteren Analyse eingefroren.

RNA (mg/ml) = (A260 x Verdinnung x 40) / 1000

Formaldehyd-Agarose Gel. Zur Herstellung eines grof3en 1%-igen Agarose Gels wurde 2,5
g Agarose mit 25 ml 10x MOPS versetzt und mit 225 ml H,O aufgefillt. Dieses Gemisch
kochte man fur 5 min auf und stellte das Ausgangsvolumen mit Aqua dest. wieder her. Nach
Zugabe von 13 ml Formaldehyd 37% wurde das Gel blasenfrei gegossen und der Kamm
eingesetzt. Es wurde nach dem Polymerisieren dann in die mit 2000 ml 1x MOPS gefllte
Kammer gestellt. Bei der Probenvorbereitung aliquotierte man 15 ug totale RNA aus den
Stocks und trocknete sie in der Speed vac. Dann wurden 2,5 ul H,0O, 12,5 ul RNA-
Probenpuffer (5x) und 1 ul Ethidiumbromid (1mg / ml) je Probe zugegeben. Die Proben
wurden 15 min bei 65°C inkubiert, kurz auf Eis gelegt, abzentrifugiert und in die Taschen des
vorbereiteten Gels pipettiert. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel kurz in
Aquadest. und dann in 10x SSC gewaschen.

Northern Blot. Der Aufbau des Northern Blot ist in Abb. 2.6 dargestellt. Eine Glasplatte
wurde auf zwei Schalen, gefolgt von einer 10 cm dicken Schicht aus Zellstoff gelegt. Das
rechteckige 3MM Papier trankte man in 10x SSC und legte es oben auf den Stapel, es folgten
die feuchte Membran (Hybond N+, Amersham) und zum Schluf3 das Gel. Dann wurde eine
Maske aus Folie aufgelegt und schliefdlich der ganze Stapel mit zwel l&nglichen, getrankten
3MM-Streifen bedeckt, die an ihren Enden bis in die 20x SSC-L6sung reichten. Es wurde
eine zweite Glasscheibe aufgelegt und das Glas mit einer 500 ml Flasche beschwert.
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Abbildung 2.6 Kapillarblot

Nach 16 h Kapillarblot wurde die Membran kurz in Aqua dest. gewaschen und zwischen 2
Streifen SMM-Papier getrocknet. Die RNA-Seite fixierte man mit UV-Licht.

Markierung der Probe. Zum Markieren der cDNA-Proben wurde das "RediPrime-DNA-
labelling-system” von Amersham verwendet. Die DNA wurde in 45 ul Aqua dest.
aufgenommen und fur 5 min in einem kochenden Wasserbad denaturiert. Nach kurzem
Zentrifugieren wurde sie mit den Nukleotiden, dem Enzym und 3,5 ul (32P) dCTP vermischt
und bel 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde nach 10 Minuten mit 5 ul 0,2 M EDTA gestoppt.
Mit Hilfe der Papierchromatographie wurde der Einbau des Phosphors in das Insert bestimmit.
Dazu wurde 1 ul des gelabelten Ansatzes auf einen Papierstreifen aus Whatman Papier
gegeben, unter Rotlicht getrocknet und die freien Nukleotide durch 5 M KH,PO, als
Laufpuffer vom Insert getrennt. Der Streifen wurde 5 min getrocknet, geteilt und in einem 3-
Counter der Einbau bestimmt.

Hybridisierung der Membran. Die geblotteten Filter wurden mit der RNA-Seite nach innen
in 50 ml Roéhrchen hybridisiert. Fir die Préhybridisierung wurde 10 ml deionisiertes
Formamid, 4 ml 5M NaCl, 4 ml 5x Probenpuffer und 1 ml 50% Dextransulfat gemischt und
mit 2 ml aufgekochter salmon sperm-DNA (10 min) versetzt. Dann wurde 5 ml Puffer in die
Hybridisierungsréhrchen gegeben, der Filter befeuchtet und die Luftblasen zwischen Filter
und Wand ausgestrichen. Anschlief3end wurde der Filter im Rollerschrank 3-4 Stunden bel
42°C prahybridisiert. Zur Hybridisierung wurde ein Volumen der markierten Probe
eingesetzt, das 3 Millionen Zerféllen pro Minute entsprach. Es wurde 5 min aufgekocht und
dann auf Eis abgekidhlt. Nach kurzem Abzentrifugieren wurde die Probe in die
Hybridisierungsflissigkeit gegeben, das Rohrchen gut verschlossen und der Filter 16 h bei 42
°C im Rollerschrank hybridisiert.
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Auswertung. Nach der Hybridisierung wurde der Filter gewaschen und auf den
Phosphorimager (Molecular Dynamics) aufgelegt, um die Signale zu detektieren und zu
quantifizieren. Diese Quantifizierung erfolgte mit dem Programm ImageQuant des
Phosphorimagers. Zur Dokumentation der Ergebnisse wurde ein Rontgenfilm auf den Filter
gelegt (bei -80°C).

Dehybridisierung. Zum Dehybridisieren wurde 0,01x SSC mit 0,1% SDS aufgekocht und
auf den Filter gegossen. Ein 15-minitiges Waschen bei Raumtemperatur reichte in der Regel
aus, um die RNA zu dehybridisieren.

2.2.9 Verwendete cDNA-Proben

Atrialer Natriuretische Faktor

Dr. Govelan Patter, CalBio viaH.S. Sharma

Die mRNA fur ANF der Ratte [88] ist eine 787 bp lange Ribonukleinsaurekette (Accession
M27498). Die Probe, die zur Hybridisierung benutzt wurde, ist ein 800 Basenpaare langes
Insert, das von Position 37 - 766 mit der mMRNA von ANF hybridisiert. Das Insert ist in ein
pU9-Plasmid kloniert, aus dem es mit Eco R1 und Hind |11 ausgeschnitten wird.

a-Myosin heavy chain

Ketty Schwartz, Paris [89]

Die mRNA fir a-MHC der Ratte [90] ist eine 5830 bp lange Ribonukleinsdure (Accession
X15938). Die cDNA-Probe besteht aus einem 95 Basen langen Insert, das in die Sma |
Schnittstelle des pBS-Plasmids von Stratagene kloniert ist. Die Probe ist spezifisch fir die a-
MHC mRNA der Ratte und zeigt eine 88,9 %ige ldentitdt Uber einer Strecke von 72
Basenpaaren. Dieser Uberlappungsbereich geht von Position 5834 bis 5905. An dessen Ende
geht es in eine 23 Basen lange Kette aus Thymidinbasen tGber. Schneidet man das Insert mit
Hind 11 und Eco-R | aus dem Plasmid ergibt sich ein 135 Basenpaare langes I nsert.

f-Myosin heavy chain

Ketty Schwartz, Paris [89]

Die mRNA fur B-MHC der Ratte [91] ist eine 5925 bp lange Ribonukleinsdure (Accession
X15939). Die cDNA-Probe besteht aus einem Triplett eines 69 Basen langen Inserts (207 bp),
das spezifisch ist fur -MHC mRNA der Ratte. Ein Sequenzvergleich ergab, das 67 Basen
eines 70 Basen langen Uberlappungsbereichs identisch sind (95,7%) und das Insert weder an
das a.-MHC der Ratte noch an die MHC-mRNA anderer Sauger bindet. Dieser Bereich fangt
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an Position 5797 an und geht bis Position 5865. Esist in ein 2,75 kb grof3es pBS-Plasmid von
Stratagene (La Jolla, Kalifornien) kloniert. Schneidet man das Plasmid mit Pst | / Eco-R |
resultiert ein 242 bp langes Insert.

Fibroblast Growth Factor 1

Die mRNA fur FGF-1 der Ratte [92] ist eine 1216 bp lange Ribonukleinséure, die auch unter
dem Namen HBGF-1 bekannt ist (Accession X14232). Das verwendete Insert zeigt in einem
Uberlappungsbereich von 370 Basenpaaren eine Identitat von 86,8%, beginnt an Position 369
und endet an Position 738.

Fibroblast Growth Factor 2

Ivor Mason, London

Die mRNA fur FGF-2 der Ratte [93] ist eine 1272 bp lange Ribonukleinsaure (Accession
M22427). Die cDNA-Probe fur bovines FGF-2 (bFGF) ist ein Insert, das in die Sma |
Schnittstelle des Vektors pGEM-1 kloniert wurde. Schneidet man es mit Hind 111 aus, so
resultiert ein 450 Basenpaare langes I nsert.

FGF-Rezeptor 1

Ivor Mason, London

Die mRNA fur den FGF-R1 der Ratte [94] ist eine 2469 bp lange Ribonukleinsiure
(Accession D12498). Die cDNA fur den FGF-R1 ist ein Insert, welches in den Vektor pGEM-
7f+ kloniert ist und umfaldt die zytoplasmatische Doméane des FGF-Rezeptors 1. Es beginnt an
Nukleotid 1448 und reicht bis Position 2501 der Hamster Sequenz (Accession M28998).
Schneidet man das Plasmid mit Bam-H 1 und Xba | resultiert ein 1053 Basenpaare langes
Insert.

Transforming Growth Factor 1

R. Derynck viaDr. H.S. Sharma

Die mRNA fur den TGF-p, der Ratte [95] ist eine 1585 bp lange Ribonukleinsaure
(Accession X52498). Die verwendete Probe ist ein 1050 Basenpaare langes Insert, das einen
Teil des humanen TGF-g, kodiert. Es ist in ein pGEM-Plasmid kloniert und 1&f3t sich mit
EcoR1 ausschneiden.

Vascular Endothelial Growth Factor

E. Keshet, Jerusalem

Die mRNA fur den VEGF der Ratte [96] ist eine 1491 bp lange Ribonukleinsaure (Accession
AF014827). Die cDNA-Probe ist fur Maus-VEGF spezifisch und ist ein Insert, das in die
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Eco-R | Schnittstelle des Vektors pBluescript (+) kloniert wurde. Schneidet man es mit
diesem Enzym aus dem Vektor, entsteht ein 1800 Basen langes Insert. In seiner Publikation
gibt Sharma [97] an, mit seiner cDNA Probe des Schweins eine 1,7 und eine 3,9 kb grol3e
Bande im Schweineherzen zu finden.

2.2.10 Histologie

Zellkultur. Die Zellen wurden zu diesem Zweck in speziellen 8-well Zellkulturkammern
(Nunc) kultiviert, die auf einem Objekttrager befestigt waren. Sie bestehen aus einem
Termanox-Trager und einer Kammer aus Polystyrene. Die Benutzung dieser Objekttrager
erlaubte die selektive Stimulation eines bestimmten Wells, ohne die Medien und
Wachstumsfaktoren zu vermischen. Sie wurden vor Benutzung mit 10 ug/ml Laminin
beschichtet und mit den Kardiomyozyten beschickt. Die Kultur der Zellen verlief dann wiein
Kapitel 2.2.2 beschrieben.

Immunfluoreszenz. Die Myozyten wurden in 4 % Formaldehyd in PBS fixiert und 10
Minuten in 0,05 % Triton X 100 in PBS permeabilisiert. Nach einer Blockierung fir 10 min
in 0,1 M Glycin/PBS wurden die Zellen weitere 10 min in einem Gemisch aus 5 % bovinem
Serumalbumin und 0,2 % Gelatine inkubiert. Die fixierten Zellen wurden dann ein Stunde mit
dem monoklonalen Antikdrper gegen a-Actinin, eine Stunde mit dem anti-Maus-Antikorper
und anschlief3end mit Streptavidin-Cy2 inkubiert. Zwischen allen Schritten wurden die Zellen
viermal fur 3 min in Phosphatpuffer gewaschen. Diese Farbung und die mikroskopische
Untersuchung der Zellen wurden in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. D. Scholz durchgefihrt.

Fluoreszenz-Mikroskopie. Die gefarbten Zellen wurden mit einem konfokalen Mikroskop
(LEICA-TCS-Laser) mit entsprechenden Filtern beurteilt und photographiert. Die Aufnahmen
wurden mit einem Kodak 100 ASA Farbdiafilm gemacht.

2.2.11 HPL C von Adenosinphosphaten

Zu diesem Zweck wurden entweder Gewebeproben, frisch isolierte oder 2 Tage kultivierte
Myozyten in 10% PCA (70% v/v) in Phosphatpuffer gel6st, um die Proteine zu denaturieren.
Nach einer Ultraschallbehandlung (3 x 5 Sekunden) wurden die Proben fir 10 Minuten auf
Eis aufbewahrt. Nach einem dreiminttigen Abzentrifugieren der geféllten Proteine wurde der
Uberstand in ein frisches Eppendorff gegeben und 2 ul pH Indikator zugesetzt. Der pH wurde
mit Kaliumhydroxid auf einen Wert zwischen 7,0 und 7,5 eingestellt. Um die Perchlorat-
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L6sung zu entfernen, schlof? sich eine erneute Zentrifugation an, nach der der Uberstand fir
die HPLC-Bestimmung genutzt wurde. Diese Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit
mit Herrn Dr. T. Podzuweit durchgefihrt.

2.2.12 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Zur statistischen Auswertung der Versuche mit Wachstumsfaktoren wurde in der Regel eine
Varianzanalyse (ANOVA) durchgefiihrt. Zeigte sich hier ein signifikanter Unterschied,
schlof3 sich bei gleicher Varianz ein Bonferroni Test, bel ungleicher Varianz der Kruskal-
Wallis ANOVA und der Dunn’s Test an. Die Versuche zur elektrischen Feldstimulation
wurden mit dem unpaarigen Students T-Test ausgewertet. Ein p-Wert von < 0,05 wurde als
signifikant gewertet. In den entsprechenden Graphen wurden die Mittelwerte +
Standardabweichung verwendet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Myozytenisolierung & Kultur

3.1.1 Ergebnisse der Isolierung und Qualitét der Zellen

Die beschriebene Methode lieferte routinemaliig etwa 4 Millionen langliche Kardiomyozyten
pro Herz, die sich in der Kulturschale anhefteten. Durch die simultane Verwendung von bis
zu 4 Tieren standen so pro Experiment ausreichend Zellen zur Verfigung. Die Experimente
einer Versuchsreihe erfolgten jewells an einer Praparation.

Zellqualitat wahrend der |solierung. Nachdem das Herz 40 Minuten nach Perfusionsbeginn
von der Apparatur abgenommen worden war, wurde im Anschlufd an eine 10-minutige
Immersionsphase der Zustand der Zellen mit Hilfe eines Lichtmikroskops Uberpruft. Hier
fanden sich etwa 70% vereinzelte, intakte Myozyten. Von diesen Zellen zeigten etwa 10-20 %
spontane Kontraktionen (etwa eine Kontraktion pro Minute). Neben Gewebestiicken mit
weiteren langlichen Myozyten waren die restlichen vereinzelten Zellen abgerundet. Alle
Zellen, die nicht vereinzelt und intakt waren, wurden in den folgenden Waschschritten
abgetrennt.

Zellqualitat beim Plattieren. Nach dem Ausplattieren der Zellen fanden sich 85-90%
langliche Myozyten in der Kulturschale. Diese kontrahierten noch zu etwa 10% wahrend der
ersten Stunden in Kultur. Die Kontraktionen entstanden in der Regel an einem Glanzstreifen
und bewegten sich wellenformig Uber den Zellkdrper hinweg. Bel einigen Zellen fand sich ein
Kontraktionsmuster, bel dem sich die Zellenden symmetrisch aufeinander zu bewegten. Diese
Zellen |0sten sich in der Regel dann in der Folgezeit von der Schale und wurden in den
Waschschritten abgeldst. Nach dem ersten Mediumswechsel (1 Stunde) bestand die
Zellschicht aus etwa 95% intakten Myozyten, die dann in den weiteren Untersuchungen
Verwendung fanden. Abb. 3.1 zeigt die Myozyten in einer Ubersichtsaufnahme unter einem
Auflichtmikroskop unmittelbar nach dem Plattieren. Man sieht den hohen Anteil an intakten
Myozyten, die der in-vivo-Morphologie entsprechen. Sie zeigen die tbliche Morphologie fur
diese Zellart mit der fast rechteckigen, polygonalen Form und der regelmé&figen
Querstreifung durch die Anordnung der Sarkomeren.
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3.1.2 Adulte Kardiomyozyten in Kultur

N

Abbildung 3.1 Phasenkontrastiibersicht von adulten Kardiomyozyten eine Stunde nach Isolierung (480-fach).
Man sieht die typische langgestreckte, stébchenférmige Morphologie der intakten Muskelzelle. Wie Versuche

Uber 2 Wochen zeigten, sind diese Kulturen kaum mit anderen Zellarten verunreinigt.

Zelldimensionen

Bei frischen Zellen betrugen die Abmessungen der Zellen etwa 10-30 wm in der Breite und
70-160 um in der Lange. Die Messung der Sarkomerenlange ergab eine durchschnittliche
Lange von 1,92 um bei einem durchschnittlichen Verhdtnis von Lange zu Breitevon 7 : 1.

Gehalt an energiereichen Phosphaten

Zur Bestimmung der energiereichen Phosphate wurde eine HPLC-Bestimmung von
Adenosintriphosphaten (ATP), sowie deren Metaboliten ADP und AMP vorgenommen.
AulRerdem wurde NAD gemessen. Hier zeigte sich (Abbildung 3.2), dal3 der Energiegehalt
der Zellen in Kultur deutlich zunimmt. Ein relativ niedriger ATP-Gehalt von frisch isolierten
Myozyten stieg unter den Kulturbedingungen an. Wéhrend die Zellen vor der Kultur einen
Gehalt von 0,44 (+ 0,18) umol ATP / g unverdautem Herzgewebe aufwiesen, stieg dieser in
zwei Tagen Kultur auf 2,01 (£ 0,75) wumol / g an (p < 0,05). ADP fiel von einem
Ausgangswert von 0,58 (= 0,11) umol / g auf 0,34 (= 0,16). AMP sank von 0,72 (= 0,57) auf
0,04 (+ 0,00) (p < 0,05). NAD zeigte keine wesentlichen Veranderungen [0,12 (+ 0,05) mmol
/gvs. 0,16 (= 0,11)].
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Abbildung 3.2 Energiegehalt der Zellen im Gewebe, nach der Isolierung (Oh) und nach zwei Tagen in Kultur
(2d). Man sieht den deutlichen Anstieg des ATP-Gehalts * (+ 1,57 umol/g Gewebe) und den starken Abfall des
AMP-Gehalts V (- 0,68 umol/g Gewebe) der Zellen. Die Werte fir ADP, AMP und NAD pendeln sich schnell

auf einem niedrigen Niveau ein. (* und V jeweils signifikant mit p < 0,05 gegeniiber der Gewebekontrolle)

Morphologische Veranderungen Uber 8 Tage. Um die Verénderungen der Zellen tber
einen Zeitraum von 8 Tagen zu beschreiben, wurden Férbungen fur a-Aktinin an frisch
isolierten und an 8 Tage alten Myozyten durchgefthrt. Es handelt sich bei a-Aktinin um ein
Protein des Z-Streifens, das als eines der ersten Proteine bei der Neuorganisation des
kontraktilen Materials im Rahmen der Redifferenzierung in Kultur sichtbar wird. Man sah
sowohl in der frischen Kontrolle (Abb. 3.3) als auch in den 8 Tage alten Zellen (Abb. 3.4)

eine regelmallige Querstreifung der Myozyten, wie sie typisch ist fur adulte differenzierte
Zellen.

Die frisch isolierten Zellen zeigten eine scharf begrenzte Anférbung fur a-Aktinin, die
Sarkomeren waren sehr geordnet und durchzogen den gesamten Zellkorper. Dieser war
insgesamt relativ dick und hatte eine glatte Oberflache. Dagegen waren die 8 Tage alten
Zellen schlanker, etwas unformiger und zeigten eine diffusere Fluoreszenz, in der die Z-
Streifen aber noch zu erkennen waren. Die Zahl der Zellen hatte allerdings im Vergleich zur
frischen Kontrolle leicht abgenommen, etwa 80% der Zellen sind noch langlich. Verfolgte
man diese Zellen bis zum 16. Tag in Kultur, verringerte sich der Anteil der langlichen Zellen
bei unveranderter Morphologie auf 50% (ohne Abbildung).
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Abbildung 3.3 Frischer Myozyt angeféarbt fir a-Aktinin. Die Zellen zeigen die typische Morphologie frischer
Zellen und eine regelmakige Querstreifung durch dasim Z-Streifen lokalisierte a-Aktinin.

Abbildung 3.4 Etwas schlankere Morphologie eines 8 Tage alten Myozyten (a-Aktinin). Insgesamt diffusere

Fluoreszenz mit unscharfen Z-Streifen.
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3.2 Stimulation mit Wachstumsfaktoren

Um die Wirkung der verschiedenen Wachstumsfaktoren zu beschreiben, wurden neben
serumfrei kultivierten Zellen als Kontrolle, Kulturen mit Zugabe von 5 oder 20% Serum
stimuliert.

3.2.1 Effekte von fotalem Kélberserum ( FCS)

Morphologie. Die Zellen in den Abbildungen 3.5 a&b sind 8 Tage in Gegenwart von 5 bzw.
20% Serum kultiviert worden. Sie zeigten die fur Serum typische, markante Morphologie.
Dazu hatten sie den Zellkorper génzlich umstrukturiert und waren dadurch sehr flach und
grol3 geworden. An der AulRenseite der Zelle zeigten sich sehr kurze kleine Auslaufer. Diese
Auslaufer waren in den 5% Kulturen noch relativ klein und wurden unter 20% rund um den
Zellkorper ausgebaut. In der Zelle selbst zeigte sich an der Farbung mit a-Aktinin ein
Neuaufbau kontraktilen Materials. Es entstand eine feine Querstreifung in den einzelnen
Sarkomerenbiindeln, die allerdings in ihrer Gesamtheit nicht so organisiert erschien und nicht
zu einer homogenen Querstreifung der gesamten Zelle fuhrte, wie es bei frischen Zellen der
Fall war. Wie man in der Abbildung 3.5 b besonders gut erkennen kann, ziehen die neu
aufgebauten Sarkomeren von den Verankerungspunkten der Zellen in der Peripherie in den
Zelleib hinein. Dadurch ensteht eine sternenférmige Anordnung von Sarkomeren mit diinnen
BUndeln in der Peripherie und dicken Lagen von Sarkomerenbiindeln im Zentrum der Zéelle.
In frisch isolierten Zellen dagegen laufen alle Sarkomerenbtindel von dem Glanzstreifen auf
der einen Seite der Zelle zum Glanzstreifen auf der gegentiberliegenden Seite. Dadurch haben
die Sarkomeren die gleiche Ausrichtung und es entsteht in der a-Aktinin Farbung der
Eindruck einer durch den Zellkorper gehenden Scheibe, die aber einen einzelnen Z-Streifen
représentiert.

Proteinsynthese. Man sah eine deutliche Steigerung der Proteinsynthese unter 5 als auch 20
% FCS (Abbildung 3.5c). Bis zum 4. Tag in Kultur stieg die Proteinsyntheserate noch bei
allen Kulturen an. Danach sank dann die Proteinsynthese in den Kontrollkulturen, wahrend
sie sich in den Serumkulturen noch weiter steigerte. Am 6. Tag war sowohl die 5%
serumhaltige Kultur mit 5099 +406 cpm als auch die 20% serumhaltige Kultur mit 6605 +437
cpm gegentber der Kontrolle mit 1757 +318 cpm signifikant erhoht. Am 8. Tag stieg dieses
Verhdltnis noch auf 5700 + 967 cpm bel 5% und 9309 + 1894 cpm bei 20% gegenuber der
Kontrolle von 1135 + 333 cpm (p< 0,05).
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Abbildung 3.5 a Unter 5% Serum kultivierte Zellen nach 8 Tagen in Kultur. Die Zelloberflache ist im Vergleich

zu frisch isolierten Zellen relativ grof3.

Abbildung 3.5 b Unter 20% Serum kultivierte Zellen. Man sieht eine im Vergleich zu Abbildung 3.5 a deutliche

OberflachenvergrofRerung mit kurzen Ausléufern.
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Proteingehalt. Unter Stimulation mit Serum stieg der Gehalt an Protein (Abbildung 3.5d).
Am 2. Tag in Kultur lag der Proteingehalt der 3 Kulturen noch dicht beeinander und betrug
etwa 100 ug / ug DNA. Nur die Zellen unter Serum waren allerdings in der Lage ihren
Proteingehalt Uber einen Zeitraum von acht Tagen aufrechtzuerhalten. Auch hier war ein
Knick wieder am vierten Tag in Kultur zu finden. Bis zu diesem Zeitpunkt lag der
Proteingehalt noch relativ dicht beeinander (C 98,6 +13,2; 5% 117,8 +7,1; 20% 130,0 + 0,7
ug/ug DNA). In der Folgezeit ging in allen Kulturen Protein verloren. Allerdings geschah das
in den Kontrollschalen ohne Serum wesentlich schneller als in den serumhaltigen Kulturen.
So wurden die Unterschiede zwischen Serum und Kontrolle hier signifikant. Bis zum achten
Tag in Kultur atrophierten die Kontrollzellen auf einen Proteingehalt von 54,4 +9,8 ug/ug
DNA. Die Zellen unter Serum dagegen wiesen einen Proteingehalt auf, der in etwa der
frischen Kontrolle entsprach (5% 91,8 £21,9; 20% 107 +19,1; * p < 0,05).
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Abbildung 3.5 ¢ Zeitverlauf der Proteinsynthese unter 5 bzw. 20% Serum. ( ® 20% vs. C /5%, p< 0,05 ; * 20%
und 5% vs. C, p < 0,05). Sind die Unterschiede am vierten Tag noch nicht auffallend, so findet man in den
folgenden Tagen (6 und 8) signifikante Unterschiede. Am sechsten Tag kommt es zu einer Steigerung der
Syntheseleistung unter 5 als auch 20% um das 5 bzw. 6,5 fache und zwei Tage spéter ist die Syntheseleistung

der Zellen etwa funf bzw. neunmal so hoch wie in den Kontrollkulturen.
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Abbildung 3.5 d Zeitverlauf des Proteingehalts unter 5 bzw. 20% Serum. Man sieht deutlich den Knick im
Verlauf bel 4 Tagen und die anschliel3ende Atrophie der Zellen. Nach 8 Tagen Kultur betrégt der Proteingehalt
bei 5% 91,8 ug und bei 20% 107 ug und bewegt sich damit etwa in der Hohe frisch isolierter Zellen. Die
Kontrolle dagegen weist nur 54,4 ug auf. (* p < 0,05 vs. C)

3.2.2 Effekte des I nsulin @hnlichen Wachstumsfaktors (1GF)

Morphologie. Die IGF's wurden in diesen Experimenten wie beschrieben in einer
Konzentration von 500 ng / ml Medium verwandt. Morphologisch lief3 sich die Adaption der
Zellen an die Kulturbedingungen sehr gut erkennen (Abb. 3.6 a & b). Die Zellen veranderten
sich unter dem Einflul® von IGF-I wie schon fir die Zellen unter 5% Serum beschrieben.
Dabei erreichten sie allerdings nur 1/4 der Grof3e und bildeten etwas l&ngere Auslaufer. Die
a-Aktinin-Anordnung schien im Inneren der Zelle nicht so gut organisisert zu sein, die
Sarkomeren liefen wie unter 20% Serum eher von der Verankerung zur Zellmitte und die
typische Querstreifung lieR sich nicht so gut erkennen. Ahnlich, aber deutlicher war diese
Beobachtung unter 1GF-11. Die typische Querstreifung war hier nur andeutungsweise zu
erkennen. Die Lokalisierung des Zellkorpers vor der Adaption an die Kultur lief3 sich noch
gut erkennen, da er nur unvollstandig in diesen Prozess mit einbezogen wurde. Die Ausléufer
der Zelle, unter Stimulation mit IGF-I1 noch eher feingliedrig und in grof3er Zahl vorhanden
beschrankten sich hier auf einige wenige, relativ dicke Zellfortsdtze. Dieses Verhalten wurde
auch in der Versuchen zur Modulation des Einflu3 von ECGS mit IGF-I bzw. 11 beobachtet
(Kapitel 3.2.5). In Abbildung 3.6 b sieht man auch eine Zelle, die von der gesamten
Restrukturierung ausgespart blieb.
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Abbildung 3.6 a Myozytendifferenzierung unter Stimulation mit IGF-I (Férbung: a-Aktinin)

Abbildung 3.6 b Myozytendifferenzierung unter dem Einfluf3 von IGF-I1 (Férbung: a-Aktinin)
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Um die Veranderungen der Zellen unter dem Einfluf3 der IGFs zu objektivieren und weitere
Informationen Uber die Restrukturierung der Zellen zu erhalten, wurde die Proteinsynthese
und der Proteingehalt nach 8 Tagen gemessen (Abb. 3.6 ¢ & d). Als Kontrolle dienten
serumfrei kultivierte Zellen nach 2 bzw. 8 Tagen.

Proteinsynthese. Sie war unter Stimulation mit den IGFs insgesamt stark beschleunigt. Es
ergaben sich signifikante Werte (* p < 0,05) im Vergleich von IGF-I (2934,4 + 804,8) und der
Kombination von IGF-I & Il (2757,8 + 396,8) mit der 8 Tage alten Kontrolle(1161,3 +
324,7). Die Steigerung der Proteinsynthese unter IGF-11 (2975,9 + 893,7) war sogar
gegentiber beiden Kontrollen (2 und 8 Tage) signifikant erhoht (® p < 0,05).
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Abbildung 3.6 c&d Proteinsynthese (links) und Gehalt (rechts) unter Stimulation mit IGF-1, IGF-II und der
Kombination aus beiden Wachstumsfaktoren. Man sieht eine signifikant erhdhte Proteinsynthese, die sich in
einer verminderten Atrophie der Zellen niederschlagt (* signifikant mit p < 0,05 gegentiber der 8 Tage alten
Kontrolle, ® signifikant gegentiber der 2 und der 8 Tage aten Kontrolle p < 0,05).

Proteingehalt. 2 Tage kultivierte Zellen wiesen einen Proteingehalt von 95,0 +8,49 ug/ug
DNA auf. In den folgenden sechs Tagen sank dieser Proteingehalt auf einen Wert von 54,3
+9,2 ug ab (® p < 0,05). Die Stimulation der Zellen mit IGF-I als auch IGF-11 konnte eine
signifikante Préservierung des Proteingehalts bewirken. Beide Werte lagen mit 73,4 +12,5 fir
IGF-1 und 73,6 +14,9 ug fur IGF-11 deutlich Uber dem Wert der 8 Tage aten Kontrolle mit
54,3 £9,2 ug (* p < 0,05). Eine Kombination beider Wachstumsfaktoren konnte keine
Erhéhung dieser Werte bewirken, er lag mit 64,6 +14,0 ug sogar in einem Bereich, der sich
nicht signifikant von der 8 Tage alten Kontrolle unterschied.
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3.2.3 Effekte des Fibroblasten Wachstums Faktors (FGF)

Die FGFs sind eine Familie von Wachstumsfaktoren, die in der Entwicklung, der
Wundheilung, der Hamatopoese und der Tumorentstehung eine wichtige Rolle spielen. Sie
wurden in diesen Experimenten in einer Konzentration von 100 ng / ml Medium verwandt.

Morphologie. Die Abbildung 3.7 a zeigt die Myozyten nach 8 Tagen in Kultur unter
Stimulation mit FGF-1. Die Zelle zeigten eine nur leichte Tendenz zu dedifferenzieren. Diese
Umstrukturierung war aber weder mit den IGFs noch mit Serum zu vergleichen. Die
Zelloberflache vergroRRerte sich nur wenig und die Farbung der Z-Streifen mit a-Aktinin blieb
gut erhalten. Es starb ein groR3erer Teil der Zellen ab. Sehr dhnliche Aussagen konnte man fir
die Wirkung von FGF-2 auf die Adaption der Zellen in Kultur machen. Verglichen mit FGF-1
war hier die Dedifferenzierung der Zellen etwas ausgepragter, die Zahl der Uberlebenden
Zellen héher. Manche Zellen waren von der Wirkung des FGF-2 unbeeinflusst, einige zeigten
eine Tendenz, sich an die Kultur anzupassen. Die Vergrél3erung der Zelloberflache fiel im
Vergleich zu Serum und den IGFs ungleich kleiner aus. Insgesamt dedifferenzierten die
Zellen wie schon unter FGF-1 sehr wenig.

Proteinsynthese und Gehalt. Esfiel eine gegentber der 2 Tage (1388 + 35,4 com / ug DNA)
und 8 Tage alten Kontrolle (1161,3 + 324,7) erhdhte Proteinsynthese von FGF-1 (2091 =+
162,5) als auch FGF-2 (2410,8 + 124,0) auf. Sie war unter FGF-2 ist etwas héher als unter
FGF-1 und war gegeniber dem Kontrollwert mit p < 0,05 signifikant. Die unter IGF
gemessenen Werte waren mit etwa 3000 cpm etwas hoher. Aufféalig war allerdings der
Proteingehalt der Zellen. Er blieb, im Gegensatz zu der bel den | GFs beobachteten Abnahme,
auf dem Niveau der 2 Tage aten Kontrolle (95 + 8,5 ug / ug DNA). Die Werte von FGF-1
und FGF-2 lagen bel 97,9 + 6,8 bzw. 95,1 + 10,5 und waren damit signifikant unterschiedlich
zur Kontrollkultur mit 54,3 + 9,2 (* p < 0,05).

Zusammenfassend &3t sich fur die FGFsim Vergleich zu den |GFs eine deutlich verminderte
Adaptionsfahigkeit an die Kultur feststellen. Dabei ist die Reaktion auf die Zugabe von FGF
sehr heterogen. Die Uberlebenden Zellen praservieren ihre Form weitgehend, die Zellen
breiten sich nicht sehr stark auf dem Substrat aus und es fehlt die starke Verankerung in der
Kulturschale. Eine gegeniber der Kontrolle erhéhte Proteinsynthese geht mit dem Erhalt des
zelluldren Proteingehalts einher und wirkt von daher der fir serumfreie Kulturen typischen
Atrophie entgegen.
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Abbildung 3.7 a Adulte Kardiomyozyten kultiviert in der Gegenwart von 100 ng / ml FGF-1. Man sieht die
erhaltene Zellstruktur und nur madige Adaption an die Kultur (a-Aktinin).

Abbildung 3.7 b Kardiomyozyten kultiviert in der Gegenwart von 100 ng / ml FGF-2 (a-Aktinin)
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Wahrend die IGFs eine deutliche Dedifferenzierung hervorriefen, bewahren die Zellen unter
FGF-Stimulation eher ihre Struktur, verlieren aber dadurch auch héufig den Kontakt zum
Substrat Laminin.

3000 —+ 120 -+
" * * *
_. 2500 + 100 + % % %
< §
zZ
O 2000 + '% < 80t
2 pd
o
% 1500 + o 60 1 T
= >
§j 1000 + = 40 +
= =
& 500 + T 2 +
c c
k= k=
B 0 : : : | 5 0 : : :
e T
he} go] — ~N jo] ko] - N
0 0 0 O
g 9 g 9

Abbildung 3.7 c& d Proteinsynthese (c) und -gehalt (d) unter Stimulation mit FGF-1 oder -2. Aufféllig ist dieim
Vergleich zu den IGFs leicht erniedrigte Proteinsynthese, die allerdings den Proteingehalt der Zellen auf dem
Niveau der 2 Tage alten Kontrolle zu halten vermag (* p<0,05 vs. C 2d).

3.2.4 Effekte von Cardiotrophin @hnlichen Zytokinen

In den Versuchen wurden, reprasentativ fur die Gruppe der Cardiotrophin-ahnlichen
Zytokine, zwei starke Induktoren kardialer Hypertrophie im neonatalen Herzen, Leukemia
inhibitory factor (LIF) und Interleukin-11 (IL-11), Uberprift. Die Versuche wurden mit 100
ng/ml LIF (Abbildung 3.8a) bzw. 100 ng/ml Interleukin 11 (Abbildung 3.8b) durchgefihrt.

Morphologie. Morphologisch konnten in der adulten Ratte bei Anfarbung des Cytoskel etts
mit a.-Aktinin bel beiden Faktoren verglei chbare Beobachtungen gemacht werden. Die Zellen
blieben in den Kulturen langlich und schmal und zeigten an den Zellenden kurze Auslaufer.
Unter der Stimulation mit LIF war die ZellgroRRe in etwa erhalten, die in frischen Zellen
organisiserte Anfarbung fur a-Aktinin zeigte zwar noch ihre typische Quersteifung, aber nicht
mehr die zelluldre Verteilung. Die einzelnen Sarkomerenstrange lagen ungeordnet in der
Zelle, sie waren gut gegen die anderen Sarkomeren abzugrenzen. Unter IL-11 zeigte sich im
Vergleich zu LIF ein ganz éhnliches Bild.
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Abbildung 3.8 a Zellen nach 8 Tagen Stimulation mit Leukemia Inhibitory Factor (LIF)

Abbildung 3.8 b Zellen nach 8 Tagen Stimulation mit Interleukin-11 (IL-11)
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Proteinsynthese und Gehalt. Die Proteinsynthesewerte fur LIF (1873,3 + 359,9 com / ug
DNA) und IL-11 (1843,0 + 193,7) lagen am achten Tag in beiden Fallen nur leicht tGber den
jewelligen Kontrollkulturen von 2 (1388 + 35,4) oder 8 Tage (1161,3 + 324,7) alten Zellen.
Diese Unterschiede waren nicht signifikant. Bel der Messung des Proteingehalts konnte man
dann eine deutliche Abnahme des Gehalts in durch LIF und IL-11 stimulierten Zellen sehen.
Er bewegte sich mit 60,4 +25,2 ug/ug DNA fur LIF und 38,1 +4,2 fir IL-11 auf dem Niveau
der 8 Tage alten Kontrolle (54,3 + 9,2). Die 2 Tage alte Kontrolle hingegen wies noch einen
Gehalt von 95 +8,5 ug auf.

Zusammenfassend findet man unter den Cardiotrophin-&hnlichen Zytokinen keine Férderung
der Adaption an die Kultur (Dedifferenzierung). Die nicht signifikant erhdhte Proteinsynthese
stabilisiert den Proteingehalt nicht, der unter Stimulation mit IL-11 sogar noch unter den
entsprechenden Kontrollwert absinkt.
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Abbildung 3.8 c&d Proteinsynthese (c) und -gehalt (d) bei Wachstum unter 100 ng/ml LIF und IL-11. Man
sieht einen nicht signifikanten Anstieg der Proteinsynthese und einen starken Abfall des Proteingehalts auf

Werte im Bereich der nichtstimulierten atrophischen Kontrolle.



Seite 50 3 ERGEBNISSE

3.2.5 Effektevon ECGS allein und in Kombination mit IGF [ &1

Morphologie. Zugabe von ECGS zu Kulturen von frisch isolierten Myozyten in einer
Konzentration von 10 ug / ml ECGS hatte keinen Effekt auf die Morphologie der Zellen im
Vergleich zu serumfrei kultivierten Zellen. In einer Konzentration von 250 ug / ml rief ECGS
die starksten morphologischen Veranderungen hervor. Diese Veranderungen waren
gekennzeichnet durch einen relativ grof3en Zellkorper mit feinen Auslaufern und stellten vom
Phanotyp am ehesten eine Mischung aus serumhaltigen Kulturen mit |GF-Stimulation dar.
Die Oberflache der Zellen hatte sich vergrof3ert, an allen Seiten fanden sich kleine Auslaufer,
die die Zelle in ihrer Umgebung verankerten. Die a-Aktinin Farbung fiel in diesen Kulturen
ahnlich wie unter Serum-Stimulation aus. Es fand sich eine starke Querstreifung, die
neugebildeten Sarkomeren liefen von einem Verankerungspunkt in der Peripherie in die Zelle
hinein und fillten die ganze Zelle aus. Die Zahl der Zellen in der Schale blieb hoch, es kam
Zu einer starken Dedifferenzierung der Zellen.

Abbildung 3.9 a Adult Rattenkardiomyozyten (ARCM) in Kultur unter dem Einflu von ECGS, man sieht die
VergrofRerung der Zelle mit einer sehr regel mafdigen Querstreifung durch die Anférbung des o-Aktinin.
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Abbildung 3.9 b ARCM 8 Tage unter dem Einflul von ECGS unter Zusatz von |GF-1 kultiviert

Abbildung 3.9 c ARCM 8 Tage unter dem Einfluf3 von ECGS unter Zusatz von IGF-11 kultiviert
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Durch den Zusatz von IGF-1 respektive IGF-11 wurde untersucht, ob die Wirkung von beiden
Wachstumsfaktoren zusammen mit ECGS additiv ist, oder ob sich der Phanotyp durch diesen
Zusatz modulieren la3t. In den folgenden Abbildungen sieht man das Ergebnis dieser
Versuche. Der Zusatz von 500 ng / ml IGF-1 (Abbildung 3.9 b) zu den ECGS stimulierten
Kulturen lief? die Zelle insgesamt viel grof3flachiger erscheinen und die vielen kurzen
Auslaufer waren nicht so akzentuiert. Die Auslaufer waren in ihrer Zahl reduziert und viel
dicker als unter ECGS-Stimulation alleine. Zellen, die unter ECGS Stimulation noch eher
vereinzelt waren, hatten nun durch die erheblich groR3ere Zelloberflache direkten Kontakt
zueinander. Im Inneren der Zelle erschien die Querstreifung durch das a-Aktinin nicht so
regelméafdig und geordnet, wie unter reinem ECGS. Neben normaler Querstreifung gab es
auch Areale, in denen die Farbung eher punktformig erschien, Hinweis auf eine zunehmende
Ausdinnung dieser Sarkomeren.

Die Kulturen, die durch IGF-I1 stimuliert worden waren, waren schon makroskopisch leicht
von den anderen zu unterscheiden (Abb. 3.9c). Sie waren durch den Zusatz von 500 ng / ml
IGF-II stimuliert worden und zeigten neben der grofien Wachstumsfl&che, wie unter Zusatz
von |GF-1 beobachtet, sehr lange, dicke und relativ organisierte Auslaufer. Diese Auslaufer
fanden in der Peripherie dann Kontakt zu den Nachbarzellen. Man konnte diese Auslaufer bis
in die Peripherie intensiv mit Antikdrpern fir a-Aktinin anfarben.

Proteinsynthese und Gehalt. In der verwendeten Konzentration von 250 ug / ml stimulierte
ECGS die Proteinsynthese ( 5337,5 + 215,5 cpm/ug DNA). Es kam zu einer etwa 5-fachen
Steigerung gegenuber den Kontrollzellen (C 8d) mit 1161,3 + 324,7 cpm (* p < 0,05). Der
Proteingehalt dieser Zellen unter ECGS-Stimulation zeigte im Vergleich zur 2 Tage alten
Kontrolle eine Steigerung, wie sie in den Versuchen zuvor in dhnlicher Weise nur unter
Stimulation mit Serum (107 ug) gesehen worden war. Wahrend die Kontrolle sich am achten
Tag (C 8d) bel 54,3 + 9,2 ug / ug DNA bewegte, gab es unter ECGS eine signifikante
Steigerung auf 111,6 + 16,1 ug (p < 0,05). Eine Uber diese markante Wirkung des ECGS
hinausgehende Wirkung auf die Proteinsynthese konnte man durch Zusatz von IGF-1 bzw. -II
zu diesen Kulturen erzeugen. Lag ECGS alleine noch bei 5337 cpm / ug DNA, so zeigte sich
eine weitere Steigerung dieser Synthese unter IGF-1 auf 7741,8 = 1814,5 cpm und unter |GF-
Il auf 7986,3 + 1110,1 cpm. Diese erhdhten Proteinsynthesewerte schlugen sich dann in der
Folge auch in einem leicht erhdhten Proteingehalt nieder (IGF-1 124,4 + 13,5 ug; IGF-11 111.0
+ 30,3 ug), der alerdings nicht signifikant war im Vergleich zur ECGS-Stimulation.
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Zusammenfassend &3t sich sagen, dal3 eine Stimulation von Kardiomyozyten sowohl mit
ECGS alleine als auch in der Kombination mit den IGFs zu einer signifikanten Steigerung der
Proteinsynthese in der Lage ist, die sich am achten Tag in Kultur auch in einem erhdhten
Proteingehalt niederschlagt. Dabei wirkt die Zugabe von IGF-1 als auch IGF-11 zu den mit
ECGS behandelten Zellen additiv auf die Proteinsynthese.
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Abbildung 3.9 d& e Proteinsynthese (d) und -gehalt (€) von Zellen unter dem Einfluf3 von ECGS alleineund in
Kombination mit IGF-1, IGF-I1. Man sieht die deutlich beschleunigte Proteinsynthese, die sich auch in einem
erhdhten Proteingehalt der Zellen niederschlagt (* signifikant mit p < 0,05 gegeniiber der Kontrolle C 2d, ¢
signifikant mit p < 0,05 gegentiber der Kontrolle C 2d und ECGS stimulierten Zellen).

3.2.6 Effekte des Transfor mierenden Wachstumsfaktors (TGF-f1)

Morphologie. Der Transformierende Wachstumsfaktor beta 1 wurde in einer Konzentration
von 10 ng/ml eingesetzt. Zellen, die 8 Tage mit TGF-f, stimuliert worden waren, anderten
ihre rechteckige Form nur wenig. Die Zellen waren relativ lang, schmal und an ihren Enden
hatten sie sich durch kurze Auslaufer an die Schale angeheftet. Die Fluoreszenz durch die
Farbung des a-Aktinin war eher diffus, eine regelmaliige Querstreifung wie unter Serum und
ECGS war nur unscharf zu erkennen. Eine starke Abnahme der Zellzahl wurde allerdings
nicht beobachtet.
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Abbildung 3.10 a a-Aktinin-Farbung eines Myozyten unter dem Einflul3 von TGF-[3,. Man sieht die langliche

Form, die Zelle sind an ihren Enden angeheftet, die Flureszenz fir a-Aktinin ist eher diffus.

Proteinsynthese und Gehalt. Untersuchte man die Wirkung von TGF-g, auf den
Proteinumsatz der Zellen, so sah man eine relativ deutliche, allerdings nicht signifikante
Abnahme der Proteinsynthese, wie sie vorher bei keinem anderen Stimulans aufgetreten war.
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Abbildung 3.10 b& ¢ Proteinsynthese und Gehalt von Myozyten unter dem Einfluld von TGF-3,. Man sieht die
extrem niedrige Synthese unter TGF-f3, Zusatz, die alerdings mit einer Préservation des Proteingehalts

einhergeht.
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Waéhrend selbst in der 8 Tage alten Kontrolle (C 2d) noch Werte von 1161,3 + 324,7 cpm / ug
DNA erreicht wurden, fanden sich unter Stimulation mit TGF-f, nur 797,3 + 220,7 cpm. Bei
der Messung des Proteingehalts zeigte sich dann eine andere Situation. 8 Tage alte Kulturen
waren von einem 2 Tage-Wert von 95 +8,5 ug/ug DNA auf einen Wert von 54,3 + 9,2 ug
atrophiert. Der Zusatz von TGF-f3, vermochte diese Atrophie zwar nicht ganz aufzuhalten,
bewirkte aber eine gegentber der 8 Tage alten Kontrolle signifikante Erhdhung des
Proteingehalts auf 73,8 = 10,8 ug (p < 0,05). TGF-p, wirkte aso in diesem System eher
konservierend auf die Proteine des Myozyten, es wurden wenig Proteine gebildet und noch
weniger abgebaut und auch in der Morphologie fand man dazu ein Korrelat, indem die
Myozyten sich nicht wesentlich veranderten gegentiber der frischen Kontrolle. Im folgenden
Abschnitt 3.2.6 wird nun gezeigt, wie sich diese Eigenschaft des TGF-f3, im Zusammenspiel
mit anderen Wachstumsfaktoren (ECGS, ein Wachstumsfaktorengemisch) auf das Verhalten
der Myozyten auswirkt.

3.2.7 Der Effekt einer Zugabe von TGF-8, auf Kulturen mit ECGS

Unter Zusatz von ECGS war es in den vorangehenden Versuchen zu einer starken
Dedifferenzierung und Adaption der Zellen an die Kultur gekommen. Wahrend die IGFs
diese Wirkung noch verstarken konnten, lief3 das Verhaten von TGF-3,-stimulierten Zellen
eine ganzlich unterschiedliche Wechselwirkung zwischen diesen Faktoren vermuten. Daher
wurde zu ECGS-stimulierten Zellen 10 ng TGF-f3, hinzugefugt.

Mor phologie. Die Ergebnisse dieser Wechselwirkung sieht man in Abbildung 3.11 a. Diese
Kombination zeigte eine Praservierung des Zytoskel etts des Myozyten. Die morphologischen
Veranderungen durch ECGS wurden durch TGF-§, fast vollsténdig blockiert. Es fand sich

keine VergroRerung der Zelloberflache, keine Zellausldufer und keine Neuorganisation
kontraktilen Materials, soweit die a.-Aktininféarbung diese Aussage erlaubt.

Proteinsynthese und Gehalt. Genauso wie TGF-, die morphologischen Veranderungen
durch ECGS zu blockieren wuf3te, reduzierte es auch die Proteinsynthese von einem Wert von
5337,5 + 215,5 cpm / ug DNA fir reine ECGS-Stimulation auf 3160,0 + 179,5 cpm (* p <
0,05). Zum Vergleich sind in den Abbildungen auch die Werte von IGF-Zusatz mit
aufgefuhrt. Diese Behinderung der Proteinsynthese war aber keineswegs mit einer Atrophie
der Zellen verbunden. Der Proteingehalt fur die Kombination mit TGF-, unterschied sich
keineswegs von denen der anderen ECGS-Kombinationen (~ 110 ug / ug DNA).
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Abbildung 3.11 a ARC unter dem Einfluf3 von ECGS und TGF-3;,. Man sieht die Praservierung der
Morphologie und die regel matige Querstreifung durch die Anfarbung mit a-Aktinin.
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Abbildung 3.11 b& ¢ Proteinsynthese und Gehalt von Zellen unter dem Einflul? von ECGS alleine und in
Kombination mit IGF-1, IGF-I1 und TGF-[3,. Zu sehen ist die Blockierung der beschleunigten Proteinsynthese
unter TGF-f, Zusatz mit den konstant hohen Werten fir den Proteingehalt.
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Zusammenfassend |&3t sich sagen, dal3 TGF-f, zu einer moderaten Proteinsynthese fuhrt, die
sich dann allerdings direkt in einer Zunahme des Proteingehalts niederschlégt, da es die

Degradation der Proteine hemmt. Die Préservierung der Proteine zeigt sich somit auch direkt
in einer Praservierung der typischen Morphologie. TGF-f, wirkt damit als

Differenzierungshormon und seine Zugabe zu Myozytenkulturen fuhrt zu einem Ausbleiben
der Dedifferenzierung.

3.2.8 Zusammenfassung der Wirkung von Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktor  Synthese ~ Gehalt  Degradation | Dedifferenzierung Kontraktion
IGF-1 ++ (2,1x) - (0,7x) +++ ++ +
|GF-11 ++ (2,1x) - (0,7x) +++ ++ +
FGF-1 + (1,5%) 0 (1x) o] 0
FGF-2 + (1,7 0 (1x) + o]
LIF + (1,3%) - (0,6%) + (o] 0
IL-11 + (1,3%) -- (0,4x) ++ (o] (6]
TGF-R3, - (0,6x) - (0,8x) o] o] o]
ECGS ++ (3,9%) + (1,2) + ++ +
ECGS + |GF-I +++ (5,6x) + (1,3x) + +++ ++
ECGS + IGF-II +++ (58¢)  +(1,2x) ++ +++ ++
ECGS + TGF-13, ++ (2,3x) + (1,2) + o] o]
20% Serum +++ (7%) + (1,1x) ++ ++ ++

Tabelle 3.12 Wirkung der WF auf den Proteinumsatz der Kardiomyozyten: Bei der Angabe der Syntheseist “-”
< 1x, “0" 1x, “+" 1-2x, “++" 2-5x und “+++” > 5x der 2 Tage alten Kontrolle. Der Gehalt “-"< 1x, “0” 1,0x
und “+” > 1,0x der Kontrolle (2 Tage). Die Degradation as Verlust an zellulérem Protein ist jeweils die
Differenz zwischen den Werten aus Synthese und Gehalt. Unter “Dedifferenzierung” wird die
lichtmikroskopische Restrukturierung der Zellen in der Kultur verstanden. Der morphologische

“Dedifferenzierungs Score” fangt mit unveranderten Zellen bei “0” an und geht bis maximale Veranderung

“pgpgn
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Abbildung 3.12 Graphische Darstellung der Proteinsynthesemessungen am 8. Tag. Werte sind Vielfache der 2
Tage alten Kontrolle (Proteinsynthese und Proteingehalt = 1)
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3.2.9 Einflul3 von Wachstumsfaktoren auf die kontraktile Aktivitat der Myozyten

Unter der Wirkung von IGF 1&11, dem Hypophysenextrakt ECGS und Serum kam es zu einer
erhdhten Rate an spontanen Depolarisationen / Kontraktionen der Zellen. Diese Erhéhung
war besonders gut in Kulturen zu beobachten, die stark dedifferenziert waren. Die Zellen
verloren frih ihre typische Morphologie und breiteten sich auf der Zellkulturschale aus. Mit
dem vierten Tag in Kultur setzte spontane kontraktile Aktivitdt ein, die sich spéter
synchronisierte. Es entstand eine rhythmisch kontrahierende Zellschicht mit
Querverbindungen unter den Zellen, wie sie fur die in-vivo-Situation typisch ist. Unter dem
Einfluf? der Wachstumsfaktoren FGF-1 und 2, sowie LIF und IL-11 waren in dieser Hinsicht
keine Unterschiede gegeniber der Kontrolle zu bemerken. Die Zellen pafdten sich von daher
nur langsam an die Kulturbedingungen an und erreichten bei weitem nicht den
Dedifferenzierungsgrad der Zellen unter Serum oder |GF-Stimulation. War erst einmal
spontane Aktivitat in den Kulturschalen entstanden, so kam es zu einer beschleunigten
Dedifferenzierung der Zellen. In den ersten Tagen nach Isolierung (Tag 1-4) dedifferenzierten
die Zellen vor allem unter dem Einflufd von IGF, ECGS und Serum. Setzte mit dem 5. Tag in
Kultur spontane Aktivitét der Myozyten ein, so kam es zu einem starken Anstieg dieser
Dedifferenzierung wahrend der folgenden Tage. Dabei entwickelte sich ein Circulus vitiosus,
in dem Dedifferenzierung spontane Kontraktionen der Zellen ausl6st, diese das Wachstum
fordern und der Dedifferenzierung V orschub geben.

Der Transformierende Wachstumsfaktor wirkte spontanen Depolarisationen eher entgegen.
Zum einen vermochte er die spontane Aktivitét der Zellen schon nach Kulturbeginn fast
vollstandig zu unterbinden, zum anderen hob er die erhohte kontraktile Aktivitat unter der
Kombination von ECGS und IGF-1&Il auf. Diese Wirkung fand ihr Korrelat in der
verminderten Dedifferenzierung von TGF-3, behandelten Kulturen.
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3.3 Elektrische Feldstimulation (EFS)

Der apparative Aufbau wird im technischen Anhang ( siehe Kapitel 6 ) néher besprochen. Als
Ergebnis der Vorversuche stellte sich die im Teil “Material & Methoden” beschriebene
Variante heraus, diein den Versuchen Verwendung fand.

3.3.1 Verhalten der Zdlen unter dektrischer Feldstimulation

Reaktion der Zellen auf den Stromimpuls. Bel Stimulationsbeginn zeigten > 90% der
Zellen keine spontanen Kontraktionen (Abb. 3.13 a). Durch das Einschalten des Stroms
konnte bel etwa 80 % der Zellen eine initiale, vergleichsweise starke Kontraktion ausgel 6st
werden, deren Amplitude bei den nun folgenden Kontraktionen absank und sich auf einem
etwas niedrigeren Niveau stabilisierte (Negative staircase). Wahrend ein Teil der Zellen auf
jeden Impuls hin kontrahierte, reagierten andere dagegen nur auf jeden zweiten Reiz.
Versuche mit einer kreuzweisen Anordnung der Elektroden zeigten, dal3 die Zellen nur bei
dem Elektrodenpaar kontrahierten, bei der die Langsachse der Zelle weitgehend senkrecht zur

Abbildung 3.13 a Frisch isolierte Myozytenpopul ation (160 x Vergréf3erung)
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Elektrode lag. Nahm man hier alle Zellen zusammen, die evtl. auch nur bei jedem zweiten
Impuls kontrahierten, erreichte man mit dieser kreuzweisen Anordnung eine Depolarisation
von > 95% der Zellen. Damit war gezeigt, dal? die Ansprechbarkeit fur die Depolarisation
abhangig war von der Ausrichtung der Zellen im elektrischen Feld. In dem verwendeten
Modell mit einem Elektrodenpaar veranderte sich der prozentuale Anteil der kontrahierenden
Zellen Gber 24 h nicht. Zellen die vor Stimulationsbeginn spontane Aktivitét gezeigt hatten,
wurden durch den Stimulationsimpuls synchronisiert, so dal3 wéhrend der Stimulationszeit
keine spontane Kontraktion auftrat. Schaltete man nach Stimulationsende den Strom ab,
kamen die Zellen in der Schale zur Ruhe, es fand sich keine Kontraktion ohne Stimulus. Im
Anschlufd an die Stimulation dauerte es einige Zeit, bis diese spontane Aktivitdt wieder
auftauchte. Ein erneutes Einschalten des Reizes fuhrte dann zur Synchronisation.

Mor phologische Veranderungen der Zellen wahrend der EFS. Die Zellen wurden fir 24h
stimuliert. Dabel konnte ein Uber einen initialen Schwund hinausgehendes Absterben nicht
beobachtet werden. Das galt sowohl fir die Stimulations- as auch fur die Kontrollschalen. In
den hier vorgestellten Versuchen wurde die Stimulationszeit auf 24 Stunden begrenzt, da die
Initiation dieser Ereignisse und nicht so sehr das Endprodukt einer solchen Veranderung
interessant war. Nach Ablauf dieser Zeit hatten sich in den Kontrollschalen einige Zellen
abgerundet, die zu Beginn des Experiments langlich gewesen waren (Abb. 3.13 b).

PLY i RN . agR.
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Abbildung 3.13 b Myozytenmorphologie nach 24h Kultur (160 x VergrofRerung). Die langlichen Zellen zeigen
im Gegensatz zu frischen Zellen abgerundete Zellenden.
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Abbildung 3.13 ¢ Myozytenmorphologie nach 24h Stimulation (160 x VergroRerung). Man sieht ein der

Kontrollkultur vergleichbares Bild mit einer Vielzahl an lénglichen Myozyten und einigen abgerundeten Zellen.

Die Zahl dieser Zellen lag bei etwa 5 %. In den Schalen, die Uber 24 Stunden stimuliert
worden waren, konnte man einen den Kontrollen entsprechenden Schwund feststellen (Abb.
3.13 ¢). Ein Uber dieses Absterben hinausgehende Verminderung der Zellzahl gab es nicht.
Die Zellen in der Kontrollschale hat im Vergleich zur frischen Kontrolle, die eher eckig,
unmittelbar aus dem Zellverband entfernt aussieht, eher rundere Enden. Die langliche Form
ist jedoch gut erhalten. Sieht man sich im Vergleich dazu die Zellen nach 24h Feldstimulation
an, so bemerkt man keinen Unterschied hinsichtlich der Morphologie.
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3.3.2 Proteinsynthese und -gehalt bei elektrischer Feldstimulation

Zur biochemischen Beschreibung der Umbauvorgange unter EFS wurde die Synthese und den
Gehalt an Protein durch radioaktive Markierung mit Phenylalanin, die totale RNA mit
radioaktivem Uridin und den Gehalt an mRNA mittels eines Dot-Blot bestimmt. Die Kulturen
sind unter elektrischer Feldstimulation in Anlehnung an die Literatur [1, 79] unter Zusatz von
Insulin und Triiodothyronin (T,) kultiviert und haben so eine hohere basale
Proteinsyntheserate als in den Versuchen zur Wachstumsfaktorenwirkung.

Proteinsynthese und Gehalt. Die Proteinsynthese nahm nach 24h Stunden EFS deutlich zu
(Abb. 3.14 li.). Der Kontrollwert lag nach 24h EFS noch bei 2744,7 + 420,0 cpm/ug DNA,
unter EFS war dieser Wert mit 4447,2 +807,2 signifikant erhéht (* p < 0,05). Diese erhéhten
Werte fur die Proteinsynthese fanden sich allerdings nicht in einem erhéhten Proteingehalt
der Zellen nach 24h wieder (Abb. 3.14 re.). Der Wert nahm sogar eher noch leicht ab und
betrug unter EFS 87,2 + 7,3 ug gegenuber 93,6 = 17,9 ug / ug DNA bei der entsprechenden
Kontrolle.
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Abbildung 3.14 Unter EFS zeigt sich eine gegentiber der Kontrolle signifikant erhéhte Proteinsynthese (* p <
0,05), die allerdings nicht in einem erhdhten Proteingehalt resultiert.

Vergleicht man das Verhalten der Zellen unter EFS mit dem unter Wachstumsfaktoren, so ist
die Wirkung am ehesten mit den IGFs zu vergleichen. Eine hohe Syntheseleistung ist mit
einer gesteigerten Proteindegradation verbunden und fihrt in der Summe zu keiner
Veranderung im Proteingehalt.
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RNA-Synthese und Gehalt. Die Messung der RNA gibt einen Einblick in die synthetische
Kapazitat der Zellen (Abb. 3.15). Bei der Initiation einer Hypertrophie nimmt zuerst die
Synthesekapazitdt, d.h. der rRNA-Gehalt der Zellen zu, um dann in einer erhdhten
Proteinsynthese zu resultieren. Genau dieses Muster beobachtete man hier unter EFS in den
ersten 24h nach Stimulationsbeginn (Abb. 3.15 li.). Die RNA-Synthese nahm von einem Wert
von 20.313 + 1847,4 cpm auf 26.108,2 + 5954,5 cpm / ug DNA zu und war damit signifikant
(* p <0,05). Die erhdhte RNA-Synthese resultierte dann auch direkt in einem erhohten RNA-
Gehalt der Zellen (Abb. 3.15 re.). Hatten die Zellen in den Kontrollschalen noch 0,62 + 0,06
ug RNA / ug DNA so erhohte sich dieses Verhdltnis unter EFS auf 0,74 +0,10 ug / ug DNA
(* p < 0,01). Insgesamt liel3 sich hier eine erhéhte RNA-Synthese finden, die zu einer
Erhdhung des RNA-Gehaltsin der Zelle fuhrte.

*
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Abbildung 3.15 Der Einflu3 der EFS erzeugt eine signifikante Erhdhung der RNA-Synthese (p < 0,05). Diese
erhohte Synthese findet sich auch in einem erhdhten RNA-Gehalt der Zellen wieder (p < 0,01).

MRNA Gehalt. Die mRNA wird im Zellkern synthetisiert und dient im Zytosol als Matrize
fur die Synthese der zelluldren Proteine. Zur Beurteilung einer insgesamt erhohten mRNA-
Expression wurde im Dot-Blot 1 ug totale RNA mit einem Oligomer aus Thymidinbasen
hybridisiert. Es bindet unter entsprechend stringenten Bedingungen fast ausschliefdlich an den
langen Poly-A-Schwanz der mRNAs. Die Werte wurden im Vergleich zur Gesamt-RNA
gemessen, bilden also den relativen Anteil von poly-A+ RNA an der Gesamt-RNA. Der
MRNA-Gehalt der Zellen nimmt unter Stimulationsbedingungen leicht ab (Abb. 3.16). Nimmt
man den Kontrollwert als 100% (+ 12,5), so finden sich im Vergleich dazu in der
Stimulationsschale 84 +3,5% der mMRNA wieder. Man sieht also einen leichten, nicht
signifikanten Rickgang der mRNA.
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Abbildung 3.16 mRNA-Gehalt nach 24 h EFS. Man sieht einen leicht erniedrigten Wert, der allerdings nicht
signifikant ist.

3.3.3 Marker myokardialer Hypertrophie

Zum Nachweis einer eventuellen Hypertrophie unter EFS wurde die mRNA der Zellen mit
der cDNA verschiedener Marker hybridisiert. Dabel wurden typische Marker myokardialer
Hypertrophie wie atrialer natriuretischen Faktor (ANF) und die Myosine (a.- und -1soform)

untersucht.

Atrialer Natriuretischer Faktor (ANF)
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Abbildung 3.17 Nachweis von fur ANF spezifischer mRNA. Es zeigt sich kein signifikanter Anstieg des Signals
unter elektrischer Feldstimulation.
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Der Atriale Natriuretische Faktor ist ein Protein, das sich im Erwachsenen ausschliefdlich in
Zellen des Vorhofmyokards findet. In den Northern-Blots, die mit einer fir das Rattenherz
spezifischen Probe fir ANF durchgefihrt wurde (siehe Kapitel 2.2.8), zeigte sich ein leichter
Anstieg des ANF in den stimulierten Myozytenkulturen, wie sie fur eine hypertrophe Antwort
zu erwarten ist (Abb. 3.17). Im Vergleich zur Kontrolle liegt das Signal fur ANF bei 112%,
ist allerdings mit diesem Wert noch nicht signifikant (C 1,0 = 0,41; EFS 1,12 + 0,55).

Die schwere Kette des Myosins (MHC). Ein Wechsel in der schweren Kette des Myosins
von o auf f ist kennzeichnend fir myokardiale Hypertrophie in der Ratte. Als Kontrolle
wurde RNA aus 24 h kultivierten Zellen aufgetragen und diese als Vergleichswert
genommen, um die Veranderungen im mRNA-Gehalt der Isoformen zu dokumentieren.
Dabel sieht man eine nicht signifikante Abnahme der mRNA fir a-Myosin. Einem
Kontrollwert von 100 + 13,7% steht ein Wert unter EFS von 74,1 + 37,9% gegenuber. Fur -
Myosin steht einem Kontrollwert von 100 + 66,3% steht ein Wert von 64,8 + 31,6% unter
elektrischer Feldstimulation gegenlber.
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a-Myosin mRNA Induktion

Abbildung 3.18 Nachweis a-Myosin spezifischer mRNA. Man sieht keine Veranderung von o-MHC unter
elektrischer Feldstimulation (n=3).
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Abbildung 3.19 Nachweis -Myosin spezifischer mRNA. Auch hier zeigen sich, wie beim o-MHC keine

signifikanten Veranderungen (n=3) im Sinne einer Hypertrophie.
3.3.4 Wachstumsfaktoren und elektrische Feldstimulation

Nachweisvon FGF-1
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Abbildung 3.20 Nachweis FGF-1 spezifischer mRNA. Auf der rechten Seite der Northern Blot fir FGF-1, auf
der linken eine quantitative Auswertung des Signals mittels eines Phosphorimagers. Hier fand man keinen
Unterschied zwischen den beiden Kulturen (C: 24h Kultur, EFS: 24h el ektrische Feldstimulation).

In einem weiteren Experiment haben wurde die Existenz der mRNA fiur FGF-1 (acidic FGF)
nachgewiesen. Dabei konnte sowohl in der Kontrolle als auch unter elektrischer
Feldstimulation eine Expression von FGF-1 nachgewiesen werden, die allerdings nicht
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signifikant unterschiedlich war. Lag die Expression in der 24 h-alten Kontrollkultur bei 100
+8,4%, so findet man unter EFS einen Wert von 104 +28,4%.

Nachweis von FGF-2. In einer Publikation von Kaye et et al. [1] war eine autokrine
Stimulation durch FGF-2 fur die Hypertrophie der Zellen unter elektrischer Feldstimulation
verantwortlich gemacht worden. Der Nachwels oder der Ausschluf3 einer Wirkung von FGF-2
war angesichts der Arbeit von Kaye ein besonderes Anliegen. Neben dem Nachweis des
MRNA-Signals im Northern-Blot wurde versucht, die Beteiligung von FGF-2 entweder durch
eine Unterdrickung (Rezeptorantikorper, Rezeptorblocker Suramin) oder durch Verstérkung
des Proteinumsatzes unter Heparin oder unter FGF-2-Zugabe zu zeigen.

Im Northern-Blot waren die Signale fir FGF-2 im Verhdltnis viel schwécher als die Signale
fur FGF-1 (Abb. 3.21). Allerdings zeigte sich auch hier keine Wirkung der Feldstimulation
auf die Menge der FGF-2 mRNA (+ 5,2 %).
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Abbildung 3.21 Nachweis FGF-2 spezifischer mRNA. Auf der linken Seite der Northern Blot, auf der rechten

die quantitative Auswertung, die keinen Unterschied zeigte.

24 Stunden Stimulation mit FGF-2 (Abb. 3.22). Die Zellen hatten in den Versuchen Uber 5-
8 Tage ein gutes Ansprechen auf eine Stimulation mit FGF-2 gezeigt. Im Experiment tUber 24
h war unter der Zugabe von 1, 10 bzw. 100 ng FGF-2 keine Verdnderung von Proteinsynthese
oder -gehalt zu verzeichnen (2100 cpm / ug DNA, bzw. 84 ug Protein / ug DNA).
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Abbildung 3.22 Proteinsynthese und -gehalt unter dem Einflul3 von FGF-2 im Vergleich zur Kontrolle.
Messung nach 1 Tag Stimulation mit unterschiedlichen Konzentrationen FGF-2, aber ohne EFS.

Einfluld eines spezifischen FGF-2 Antikorpers, des Rezeptorblockers Suramin und
Heparin auf den Effekt der elektrischen Feldstimulation (Abb. 3.23). Zur Austestung
einer eventuellen FGF-2 Beteiligung an der Signalkaskade, die zu myokardialer Hypertrophie
fahrt, wurde die Proteinsynthese und den Proteingehalt nach 24-stiindiger EFS unter Zugabe
von Modifikatoren des FGF-Signalwegs gemessen. Die getesteten Substanzen waren ein fir
nicht denaturiertes FGF-2 spezifischer 1gG-Antikorper in einer Konzentration von 0,5 ug/ml,
der FGF-Rezeptorblocker Suramin in einer Konzentration von 50 ug/ml und Heparin in einer
Aktivitét von 500 Einheiten / ml.

Als Kontrollexperiment diente eine Paarung aus nichtstimulierten Zellen einerseits und Zellen
unter EFS andererseits. Sie bilden in Abbildung 3.23 die jeweils linke Gruppe. Hier lief3 sich
wie in den vorhergehenden Experimenten der signifikante Anstieg der Proteinsynthese (C
2744,7 = 196,5 vs. EFS 4447,2 + 812,5) zeigen, der allerdings zu keiner Veranderung im
Proteingehalt fuhrte (C 93,6 + 0,7 vs. EFS 87,2 + 5,9).

Bei der Modifikation dieser Bedingungen durch die Zugabe eines FGF-2 Antikdrpers konnte
man in beiden Kulturen im Rahmen der Proteinsynthese einen leichten Riickgang der Signale
bemerken (C 2563,6 + 357,5 vs. EFS 4181,9 + 805,6), der allerdings nicht signifikant war.
Bei der Messung des Proteingehalts fiel nur ein leichter Abfall des Proteingehalts in der
Kontrollgruppe auf (C 84,5+ 5,0 vs. E 88,0 = 7,6).

Die Zugabe von Suramin zur Kontrollkombination erzielte in dieser keinen Effekt. War die
Proteinsynthese in der Kontrollkultur unter Zugabe von Suramin noch mit der Kontrollgruppe
identisch gewesen, gab es einen marginalen Abfall unter EFS, der dazu fuhrte, dal3 die
Zunahme der Synthese unter EFS mit Suramin nicht mehr signifikant war (C 2708,9 +575,1



Seite 70 3 ERGEBNISSE

vs. EFS 4151,7 + 1136,2). Auch der Proteingehalt veranderte sich unter Suramin im
Vergleich zur Kontrollgruppe nicht (C 90,2 + 12,9 vs. E 95,7 + 5,4).

Die vermutete Verstarkung des Signals unter Heparinzugabe fiel relativ moderat und nicht
signifikant aus. Dennoch lagen die Werte mit C 3221,0 + 753,6 in der Kontrollkultur und EFS
5414,11 + 1048,42 unter EFS in beiden Féllen etwas hoher als in der Kontrollgruppe (s.0.),
und sie lassen damit auf eine eventuelle Beteiligung heparinbindender Wachstumsfaktoren
schlief3en. Hier war der Proteingehalt insgesamt am héchsten (C 95,4 + 12,3 vs EFS 95,2 +
5,4) und damit in der Kontrollkultur und unter EFS identisch.

7000 — 120 —

< 6000 1 _ 100 4 r I Iz

&) — - =1 < 'ﬁg-r

E 5000 + I - 2 gl

€ 4000 + 2

@ T ? 60 4+

g 3000 + % 2

o] 4

£ 2000 + g P

oy 2

g 1000 + g D7

g 0 : R ;T 9 : : :
2 I g = e < = g
S n = 8 < h £ &
s & 3 ¢ 5 g 3 B
v S v = ) I

B ohne Stimulation B elektrische Feldstimulation

Abbildung 3.23 Proteinsynthese und -gehalt unter dem Einflul3 eines spezifischen FGF-2-Antikorpers, von
Suramin und Heparin. Dabei zeigte sich kein Einflufd der verschiedenen Substanzen auf die Steigerung der

Proteinsynthese unter EFS.
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Nachweis des Fibroblast Growth Factor Receptor-1 (Abb. 3.24). Um eine mogliche
Beteiligung von FGF-2 nachzuvollziehen, wurde in diesem Experiment versucht, den FGF-
Rezeptor 1 auf Myozyten nachzuweisen. Dieser Rezeptor ist bisher der einzige auf
Kardiomyozyten nachgewiesene Rezeptor, er ist fur die Interaktion mit FGF-2 bekannt. Von
daher war der Nachweis seiner Expression wichtig, um den Signalweg des FGF-2 im
Myozyten nachzuvollziehen. Hybridisiert wurde mit einer fir den Ratten-FGF-Rezeptor
spezifischen Probe (siehe 2. M&M), die sowohl in der Kontrollschale als auch in der
Stimulationsschale MRNA fir FGF-R1 detektieren konnte. Allerdings war die Expression
unter elektrischer Feldstimulation nicht unterschiedlich von der Kontrollkultur mit einem
Wert fur die Stimulation von 106,2 +13,0% gegentiber der Kontrolle mit 100 +31,3%.
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Abbildung 3.24 Nachweis der spezifischen mRNA flr den FGF Rezeptors-1. Auf der rechten Seite der Northern

Blot, links die quantitative Auswertung mit einem Phosphorimager.

Nachweis des Vascular Endothelial Growth Factor. Neben diesen Wachstumsfaktoren
wurde VEGF (Abb. 3.25) untersucht. VEGF ist ebenfalls ein heparinbindender
Wachstumsfaktor, der die Gefal3permeabilitat erhoht, Endothel zellproliferation in vitro erhdht
und Angiogenese in vivo stimuliert. VEGF enthdlt eine Signalsequenz und kann von Zellen
sezerniert werden. Verglichen mit der Kontrolle zeigte sich eine signifkante Erh6hung der
MRNA dieses Wachstumsfaktors auf 136,6 +9,0% des entsprechenden Kontrollwerts (100
+10,8%). Die Abbildung 3.26 zeigt die Expression von VEGF, auf der linken Seite die Werte
aus den Northern-Blot-Experimenten und auf der rechten Seite die Werte bezogen auf den
RNA-Gehalt der Zellen.
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Abbildung 3.25 Nachweis einer signifikanten Erhthung der VEGF spezifischen mRNA (* P<0,05).

Hybridisierung mit einem VEGF-spezifischen Insert auf der rechten Seite, quantitative Darstellung auf der

linken.

Zusammenfassung der Wirkung von 24h elektrischer Feldstimulation

Messwert Kontrolle EFS

Proteinsynthese + p < 0,05
Proteingehalt o] o]

RNA-Synthese o] + p<0,05
RNA-Gehalt o] + p<0,01
MRNA-Gehalt o] o]

Marker Kontrolle EFS

ANF o]

aMHC 0]

b-MHC o]

Expression von Kontrolle EFS

FGF-1 o]

FGF-2 0] 0]

FGF-R1 0] 0]

VEGF o] + p<0,05

Tabelle 3.26 Wirkung von 24h elektrischer Feldstimulation. ( “0” Nachweis der Expression / Ausgangswert, “+”

signifikante Verénderung, “-" fehlender Nachweis der Expression.
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4. DISKUSSION

In dieser Arbeit wurden kultivierte kardiale Myozyten der Ratte dem Einflu3 von
Wachstumsfaktoren ausgesetzt und das Verhalten der Zellen biochemisch und morphologisch
beschrieben. Keiner der getesteten Wachstumsfaktoren war in der Lage, eine Hypertrophie in
den Zellen auszuldsen (Proteingehalt / DNA nach 8 Tagen: IGF 77%, FGF 102%, LIF 64%,
IL-11 40%, TGF-B, 78% der frischen Kontrolle). Erst die Kombination von
Wachstumsfaktoren wie sie in FCS und ECGS vorliegt, konnte einen Anstieg an zelluléarem
Protein bewirken (FCS 110%, ECGS 118%). Die Zellen in Kulturen mit hoher
Syntheseleistung (Proteinesynthese: IGF 212%, ECGS 385%, FCS 700%) veranderten ihre
Morphologie sehr stark, indem sie abflachten und die Oberflache vergroRRerten. Zellen mit
niedriger Syntheseleistung gelang diese Adaption nur in weit geringerem Mal3e (FGF 162%,
LIF 135%, IL-11 133%, TGF-B, 57%); ihre langliche Form blieb weitgehend erhalten. Eine
Sonderstellung in diesem Zusammenhang nahm TGF-f3, ein. Hatte es bei aleiniger Zugabe
einen nur geringen Einflufd auf die Morphologie der Zellen, zeigte es in Kombination mit
ECGS eine Suppression der ECGS-typischen adaptiven Wirkung. Basierend auf der
Beobachtung, dal sich die Dedifferenzierung der Zellen mit dem Einsetzen von spontanen
Kontraktionen beschleunigt, wurde ein System etabliert, adulte kardiale Myozyten in Kultur
zur Kontraktion anzuregen. In Kulturen von Kardiomyozyten, die elektrisch stimuliert
wurden, war die RNA-Synthese (128,5%), der RNA-Gehalt (119,4%) und die Proteinsynthese
erhoht (162%). Der Proteingehalt veranderte sich nicht (94%). Die Transkriptionsraten von
FGF-1, FGF-2 und FGF-R1 blieben durch die elektrische Stimulation unbeeinflufi, die von
VEGF erhohte sich auf 136,6% der Kontrolle.

4.1 Stimulation zellularen Wachstums

Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkung von verschiedenen Wachstumsfaktoren auf das
Verhalten der Zellen in Kultur zu beschreiben. Einer der gebréuchlichsten Termini bel der
Beschreibung der Wirkung von Wachstumsfaktoren ist die Hypertrophie [14, 66, 81]. Unter
Hypertrophie verstent man die GrofRRenzunahme eines Gewebes oder Organs durch
ZellvergroRRerung bei konstanter Zellzahl und -struktur, wobei es zu einem Nettogewinn an
zelluldrem Protein kommt. Sie ist damit gegeniber der Hyperplasie abzugrenzen, die mit
einer Erhdhung der Zellzahl einhergeht. Hypertrophie in der Kultur wird als
Volumenzunahme einzelner Zellen definiert [66]. Das Zellvolumen von adulten
Kardiomyozyten ist allerdings schwer zu bestimmen. Daher wird die Hypertrophie von
Myozyten in Kultur oft durch den zelluléren Proteingehalt charakterisiert. Dieser Parameter
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wird als Proteingehalt pro Kulturschale [98], Proteingehalt pro Zellzahl [99], oder als Ratio
von zellularem Protein zu DNA-Gehalt gemessen [100].

Eine Zunahme des Proteingehalts von adulten Kardiomyozyten kann entweder auf eine
erhohte Syntheserate oder eine verminderte Degradation zurtickzufihren sein. Man kann
diese Vorgange auseinanderhalten, indem der zellula&re Aminoséurepool mit radioaktiv
markiertem Phenylalanin oder Tyrosin markiert wird [101]. In Experimenten, in denen in die
neu gebildeten Proteine radioaktiv markierten Aminosauren eingebaut werden, kann man die
Netto-Proteinsynthese bestimmen. Um Proteindegradation zu messen wird der Proteinpool
radioaktiv markiert und der Verlust von Radioaktivitét Uber die Zeit gemessen [102].

Insulin-ahnlicher Wachstumsfaktor (IGF 1&11). Die Zellen zeigten unter Stimulation mit
IGF nach 8 Tagen einen gegenliber der zwei Tage alten Kontrolle auf 77% erniedrigten
Proteingehalt / DNA (IGF-I 77,3%; IGF-I1 77,5%). Eine Kombination beider Faktoren war
nicht additiv (IGF-1 & 1GF-11 64,6%). Dieser Befund steht im Gegensatz zu den Daten aus der
Literatur (58 - 70), in der in serumhaltigen Kulturen gezeigt wurde, dal3 IGF-I eine Erhthung
des Proteingehalts bewirkt. AufRerdem ist der IGF-1 Rezeptor ist unter Serum-induzierter
Hypertrophie heraufreguliert [35]. Von daher konnte IGF-I in diesen Kulturen zu einer
Steigerung des Proteingehalts fihren. Waren die Kulturen in unseren Experimenten mit dem
Wachstumsfaktorengemisch ECGS vorbehandelt, kam es ebenfalls zu einem erhdhten
Proteingehalt (siehe Abbildung 3.9 d&e).

Die Proteinsynthese war in den mit IGF behandelten Kulturen erhoht (IGF-I1 211,4%; 1GF-11
214,4% der 2 Tage alten Kontrolle). Ahnliche Befunde erhoben Fuller et al. 1992 in
serumfreien Suspensionen von adulten Rattenkardiomyozyten [36]. Die Zugabe einer Dosis
von 50-100 nM hatte zu einer um 70% gesteigerten Proteinsynthese gefuhrt. Niedrigere
Dosierungen von 10 ng/ml hatten in Untersuchungen von Decker et a. zu einer Erhohung der
Proteinsynthese um 42 (IGF-1) bzw. 14,5 % (IGF-11) gefuhrt. Diese Zellen waren vorher eine
Woche lang mit Serum kultiviert worden. Wir kénnen beide Autoren auch in Ihren Befunden
bestétigen, wonach eine Kombination beider Faktoren zu keiner weiteren Steigerung der
Synthese fuhrt.

Die erhdhte Proteinsynthese fihrte zu einer ausgedehnten strukturellen Neugliederung der
Zelle mit einer vergrofRerten Oberflache (siehe Abbildung 3.6 a&b) im Sinne einer
Dedifferenzierung. In den Kulturen von Eppenberger und Harder et a. [16, 37] vergrof3erte
sich das Zellvolumen auf das zweifache. Die Form der Zellen war allerdings im Gegensatz zu
den Kulturen mit oder ohne Zusatz von IGF-I vergleichbar. Sie kultivierten die Zellen auf
einem Kissen aus 0,1% Gelatine und gaben in der ersten Woche 20% Serum in das Medium.
Diese vorstimulierten Zellen waren schon vor der Zugabe des Wachstumsfaktores weitgehend
an die Kultur adaptiert (siehe auch Abbildung 3.5b), eine eventuelle Wirkung des IGF
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modulierte nur noch die vorhandene Morphologie. In unseren Versuchen, in denen IGF zu
den mit ECGS stimulierten Kulturen gegeben wurde (Abbildung 3.9a-c), zeigten sich
entsprechend auch nur geringe morphol ogische V eranderungen.

Es konnte erstmals gezeigt werden, dal3 IGFs in der Lage sind, die Adaption der Zellen an die
Kulturbedingungen zu férdern und ein Uberleben der Zellen auch in serumfreien Kulturen zu
ermoglichen. Die Auslosung einer Hypertrophie konnte allerdings nicht gesehen werden.
Allerdingsist IGF in serumfreien Kulturen ein starker dedifferenzierender Faktor.

Fibroblasten Wachstumsfaktor (FGF 1& 2) Uber 8 Tage mit FGF 1 oder 2 stimulierte
Zellen zeigten im Vergleich zur zwei Tage alten Kontrolle eine erhdhte Proteinsynthese
(FGF-1 150,6%; FGF-2 173,6%), hatten aber einen unveranderten Proteingehalt (103% bzw.
100%). Dieser Wachstumsfaktor wirkte damit nicht hypertroph. Diese Daten stehen im
Widerspruch zur Literatur (58-64) und zu den Untersuchungen von Fuller et al. [36]. Er hatte
in seinem Modell (serumfreie Zellen in Suspension) die frisch isolierten Zellen mit 50 ng/ml
FGF stimuliert und keine Steigerung der Syntheserate gesehen. Ahnliche Ergebnisse fand
Decker et al. [103] an Kaninchenmyozyten (Laminin, 10% Serum, 1 Woche Kultur, dann
Exposition unter Serumentzug). Die Zellen wurden mit jeweils 10 ng/ml FGF-1 oder FGF-2
stimuliert und hier wiederum keine Steigerung der Syntheserate festgestellt. Eine Erklarung
fur diese deutlichen Unterschiede ist in der Dauer der FGF-Exposition und nicht alleine in der
Kulturdauer zu suchen. In unseren Experimenten zeigte erst die Stimulation der Zellen Uber
24h hinaus eine Steigerung der Proteinsynthese. Bei kurzerer FGF-Stimulation war die
Proteinsynthese nicht verandert (Abbildung 3.22). Die FGF-stimulierten Zellen zeigten tber
einen Zeitraum von 8 Tagen keinen Verlust an Protein, wahrend die entsprechende
Kontrollgruppe einen Abfall um 42,8% zu verzeichnen hatte.

Vergleicht man diese Ergebnisse mit den Arbeiten aus dem Labor Eppenberger [16, 37], sO
bekommt man bei ihnen einen anderen Eindruck von der Rolle des FGF-2. In ihren Kulturen
fuhrte, nach einem anfénglichen Zusammenbruch des kontraktilen Materials, die Zugabe von
FGF-2 zu einem Anwachsen der Zellen auf das vierfache Ausgangsvolumen (Serum und IGF-
1 zweifach). Diese Stimulation kann jedoch immer nur eine Modulation ihrer Serumwirkung
sein, die durch die hohen Konzentrationen sehr dominant ist.

Zusammenfassend verhinderten FGFs die Zellatrophie und erhthten die Proteinsynthese, die
alerdings nicht zu einer Akkumulation von Protein fuhrte. Diese Wirkung trat erst bel Zellen
auf, die langer als 24 h in Kultur sind oder bei denen gleichzeitig andere Faktoren zugefigt
wurden [16, 37].

Leukemia Inhibitory Factor (L1F) und Interleukin-11 (IL-11). In den Uber 8 Tage mit LIF
/ 1L-11 stimulierten Kulturen wurde eine Steigerung der Proteinsynthese unter LIF (134,9%)
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und IL-11 (132,8%) gegeniiber den 2 Tage alten Kontrollen beobachtet, allerdings fand sich
diese Steigerung nicht in einem erhdhten Proteingehalt der Zellen wieder (LIF 63,6%, IL-11
40,1%). LIF und IL-11 wurden als Stimuli verwendet, da sie in eine Gruppe von
Cardiotrophin-dhnlichen Faktoren gehoren, die an neonatalen Rattenmyozyten eine
Hypertrophie auslésen konnten. An neonatalen Rattenmyozyten hatten Pennica et al. 1995
[58] den Wachstumsfaktor Cardiotrophin-1 beschrieben und die Wirkung verschiedener
Cardiotrophin-ghnlicher Faktoren charakterisiert. Sie hatten die Zellen 24h nach Isolierung
fir zwei Tage mit den verschiedenen Zytokinen stimuliert. Auf einem Score von 3-7, auf dem
3 keine Hypertrophie und 7 maximale Hypertrophie darstellt (wie etwa unter 0,1 nM
Phenylephrin), hatte die Zugabe von 2,5 nM LIF einen Score von 6, IL-11 in einer
Konzentration von 2,0 nM einen von 5,5 erreicht. Die Daten in der vorliegenden Arbeit
koénnen diese Befunde nicht bestétigen, zeigen sie doch eine fast unbehinderte Atrophie der
Zellen, wie sie auch unter unstimulierten Bedingungen vorkommt.

Dieser Unterschied kénnte darin begriindet sein, dal’ neonatale Myozyten andere Rezeptoren
as adulte Kardiomyozyten exprimieren und sich daher die Sensitivitat der Zellen fur die
einzelnen WF unterscheidet [31, 104, 105]. In unseren Versuchen konnten wir keine
Hypertrophie induzierende Wirkung von LIF und IL-11 sehen.

Transforming Growth Factor 3, (TGF-f,). Bei der Stimulation von kultivierten Zellen Gber
8 Tage durch Zugabe von 10 ng/ml TGF-f3, war die Proteinsyntheserate (57% der 2 Tage
alten Kontrolle) als auch der Proteingehalt (77,7% der 2 Tage aten Kontrolle) niedriger alsin
den Kontrollen; es zeigten sich keine morphologischen Verénderungen. Diese Befunde stehen
im Gegensatz zu Daten aus der Arbeit von Long [14] an neonatalen Rattenkardiomyozyten.
Sie hatten diese Zellen tber 72h mit verschiedenen Isoformen von TGF-§ (0,1 pg — 50 ng/ml)
stimuliert und bei 10 ng/ml ein Maximum mit dem Anstieg der Proteinsynthese auf etwa
150% der Kontrolle gesehen. Diese Unterschiede konnten auf die Art der Zellen
zurlckzufihren sein (neonatal vs. adult).

In einem in-vitro Experiment hatten Decker et al. [103] an mit Serum Kkultivierten
Kaninchenmyozyten die Wirkung von exogenem TGF-f getestet. Sie fanden neben einer
erhdhten Proteinsynthese keinen Einflufd auf die Degradierung der Proteine. Hier ist eine
Modulation der Serumstimulation naheliegend, die die Wirkung von TGF-f erlaubt. Andere
Autoren fanden eine Inhibition der Proliferation von neonatalen Rattenkardiomyozyten und
eine verringerte Proteinsyntheserate von Skelettmuskelmyoblasten [70] und bestétigten damit
die hier vorliegenden Daten.

Der Zusatz von TGF-f, zu einer Kultur von mit ECGS-stimulierten Zellen blockierte den
strukturellen Umbau unter ECGS (siehe Abbildung 3.11 avs. 3.9 @) und legt damit eine Rolle
als Differenzierungshormon nahe. Die Zellen adaptierten sich nicht an die Kultur und blieben
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lénglich. Die Proteinsyntheserate unter Zusatz von TGF-f3, war viel niedriger als unter ECGS
alein ( ECGS 384,5%; ECGS+TGFf 227,7% jeweils gegentiber der 2 Tage alten Kontrolle).
Trotzdem war der Proteingehalt mit den ECGS-stimulierten Zellen vergleichbar (ECGS
117,5% vs. ECGS+TGFf 115,8%). Hier falt die Hemmung der Proteinsynthese und der
Degradation vergleichsweise stark aus.

Ahnliche Daten hatten Schiiiter et al. [66] fir die Interaktion von B-adrenerger Stimulation
und TGF-B Exposition beschrieben. Sie machten die TGF-f-induzierten Kopplung des f3-
Adrenorezeptors an die Proteinsynthese fur diese Beobachtung verantwortlich [106].
Langzeitexposition von Kardiomyozyten mit TGF-f induzierte eine Ansprechbarkeit und
hypertrophe Antwort von Zellen als Reaktion auf eine 3-adrenerge Stimulation.

Diese Interaktion von TGF-f mit anderen Stimulantien ist eine Besonderheit dieses
Wachstumsfaktors. Die Kombination von ECGS mit IGF-1 und IGF-II hatte dagegen eine
additive Wirkung. Die Morphologie veranderte sich im Vergleich mit der drastischen
Wirkung von TGF-f nur geringfigig (Abbildungen 3.9 a-c, 3.11 a).

Elektrische Feldstimulation (EFS). Die Zellen nach 24h elektrischer Feldstimulation hatten
eine erhohte Proteinsynthese (162,0 % gegentber der 24h alten Kontrollkultur) bei
unverandertem Proteingehalt (93,2 %).

Dagegen fanden Kato et al. [86] Uber einen Zeitraum von 7 Tagen eine signifikante
Steigerung der Proteinsynthese und des Proteingehalts der Zellen. War am ersten Tag nach
24h Stimulation der Proteingehalt noch gleich der Kontrolle gewesen, so stieg dieser bis zum
7 Tag um 52% signifikant an. Diese Befunde lassen sich sehr gut mit den Daten in der
vorliegenden Arbeit vereinbaren.

Im Vergleich kamen Kaye et al. zu einem anderen Ergebnis [1]. Sie fanden eine Steigerung
des Proteingehalts / ug DNA von fast 100% innerhalb von 24 h nach Einsetzen der EFS.
Diese Steigerung des Proteingehalts wurde durch eine Steigerung der Proteinsynthese von
etwa 1200 auf 4500 cpm ermdglicht (Zunahme auf 375 % der Kontrolle).

Die Morphologie der Zellen nach 24h EFS zeigte keine auffallenden Unterschiede zu den
Veradnderungen in den gleich alten Kontrollkulturen. In beiden Ansétzen kam es zu einer fur
Kulturen typischen Abrundung der Zellenden. Diese Daten sind vergleichbar mit den
Arbeiten von Berger als auch Kaye et al. [1, 79]. Sie beobachteten bis zu einer
Stimulationsdauer von 72h ebenfalls keine Unterschiede in der Morphologie der Zellen
zwischen der Kontrollkultur und den Zellen unter EFS. Eine Adaption der Zellen setzte erst
mit dem 4 Tag der EFS ein. Diese fuhrte am funften Tag zu ersten Audlaufern, die am siebten
Tag dann relativ stark ausgepragt waren. Sie dokumentierten dariiber hinaus, daf3 die
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Sarkomeren in der Phasenkontrastaufnahme weitaus organisierter erscheinen, als in den
entsprechenden Kontrollzellen.

Einigkeit besteht in der Beobachtung, daf3 elektrische Feldstimulation das Wachstum
myokardialer Zellen fordert. Wahrend unsere Messungen wie auch die von Kato et al. [86]
eine nur langsame Reaktion der Zellen auf die Kontraktionen sehen, verlauft diese in den
Experimenten von Kaye et a. [1] sehr rasant. Kato et al. sahen nach 24 h Stimulation weder
eine Steigerung des Proteingehalts noch der Proteinsynthese, Kaye et al. dagegen eine
Verdopplung des Proteingehalts und eine Vervierfachung der Proteinsynthese. Ob dieser
Unterschied allein durch die verwendete Spezies (Kato et al. Katze, Kaye et al. Ratte) oder
durch die unterschiedliche Stimulationsfrequenz (1 bzw. 3 Hz) erklért werden kann, kann an
dieser Stelle nicht geklart werden. In unseren Experimenten (Ratte, 2,5 Hz) konnte keine
Steigerung des Proteingehalts und eine 60% ige Steigerung der Proteinsynthese gesehen
werden.

Dal} es im Rahmen solcher Experimente zu entsprechenden Veranderungen in der
Proteinsynthese kommen muf3, ist unbestritten. Morgan et al. fanden, dafd in allen
experimentellen Modellen kardialer Hypertrophie die Proteinsynthese mit entsprechenden
Veranderungen in der mechanischen Last einhergeht [107].

Fetales Kalberserum / Endothelial Cell Growth Supplement (ECGS). Der Effekt einer
Kultivierung von adulten Kardiomyozyten unter 20% Serum zeigten eine fur Serumkulturen
typische Morphologie. Die Zellen waren nach 8 Tagen auf die doppelte Oberflache
angewachsen. Der Zellkdrper war grof3, rund und hatte kurze Auslaufer. Die Proteinsynthese,
nach zwei Tagen noch etwa doppelt so hochgewesen war wie in den Kontrollzellen,
verneunfachte sich bis zum 8. Tag in Kultur und ging mit einem erhdhten Proteingehalt der
Zellen einher (110%). Diese Morphologie war typisch fur serumhaltige Kulturen adulter
Rattenkardiomyozyten und wurde in gleicher Weise auch vom Eppenberger als auch Harder
et al. beschrieben [16, 37]. Nach Degeneration der Zellen in den ersten Tagen, begannen die
Myofibrillen aus der perinukledren Region in die Zelle vorzuwachsen und fullten teilweise
die gesamte Zelle aus. Die Zellen wuchsen, bis sie Kontakt zueinander fanden und dann
synchron anfingen zu kontrahieren. Ahnliche Ergebnisse wurden auch von Decker et al. [103]
berichtet, wo diese Versuche an Kaninchenmyozyten durchgefiihrt wurden. Sie fanden ein
Wachstum der Zellen von etwa 5% am Tag unter Einflul® von 20% FCS. Entzog man diesen
Zellen das Serum, so setzte umgehend eine Atrophie der Zellen ein.

ECGS wurde in unseren Versuchen in einer Konzentration von 250 ug/ml zu den Kulturen
gegeben. In dieser Konzentration war ECGS in der Lage, die Bildung von Zellauslaufern zu
induzieren. Die Zellen waren vergleichbar mit Zellen, die in Gegenwart von 20% fetalem
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Kéberserum (FCS) kultiviert wurden, und wiesen eine typische Morphologie mit ihren
langen, verzweigten Zellauslaufern und relativ grof3en Zelleibern auf. Ein Vergleich des
Proteinumsatzes unter diesen verschiedenen Kombinationen von Wachstumsfaktoren
bestétigte diese Daten. Unter der Stimulation mit ECGS war Proteinsynthese und
Akkumulation in etwa in der Balance, bei einer Proteinsyntheserate von etwa 5000 cpm lag
der Gehalt bei 110% des frischen Ausgangswerts, wahrend die entsprechende Kontrolle auf
50% abgefallen war.

4.2 Das Modéell der elektrischen Feldstimulation (EFS)

Fur die Untersuchung von kontrahierenden Muskelzellen finden sich in der Literatur drei
grundlegende Ansdtze. Wahrend viele Gruppen mit Kulturen von fetalen Myozyten arbeiten,
die spontan kontrahieren [108-110], gibt es seit der erfolgreichen Isolierung von intakten
adulten Myozyten Versuche, sie durch elektrische Stimulation zur Kontraktion anzuregen
[111, 112]. Adulte Kardiomyozyten werden einerseits in Suspension von frisch isolierten
Zellen untersucht (besonders in der Elektrophysiologie) [111-113], andererseits in
Monolayer-Kulturen zur Kontraktion angeregt [79, 86]. Monolayer sind unbedingt
erforderlich, um adulte Kardiomyozyten in Kultur zu halten, sie sind von einer Anheftung
abhangig (“anchorage dependent”). In der jetzt vorliegenden Untersuchung wurde die
elektrische Feldstimulation (EFS) an Monolayer-Kulturen etabliert und im Kontext der
Wachstumsfaktor-induzierten Adaption adulter Kardiomyozyten an die Kultur zur
Anwendung gebracht. Sie erlaubte die Beobachtung des Wachstumsverhaltens der Myozyten
unter EFS, deren Dedifferenzierung und die Untersuchung der Wachstumsfaktorproduktion
dieser Zellen.

Elektrische Feldstimulation in vitro als Modell fir kardiale Kontraktionen in vivo. Es
gibt offensichtliche Unterschiede zwischen dem isolierten Myozyten in der Kulturschale und
dem Myozyten im Synzytium des Herzens. Wahrend die Zelle im Herzen eine sich
veradndernde Last Uber die Zeit erfahrt, ist der isolierte kardiale Myozyt keiner Vorspannung
ausgesetzt. Von daher ist die Situation in vivo eine Mischung aus Dehnung und Kontraktion.
In vitro dagegen werden die Zellen nicht gedehnt und kontrahieren nur gegen interne
elastische und viskdse Komponenten [125]. Diese Konstellation ist problematisch wenn man
von der Zellverkirzung unter Stimulation auf die Kraftentwicklung schlief3en will. Es gibt bis
heute keine Daten oder Modelle, die eine vorhersagbare Beziehung zwischen Zellverkirzung
in vitro und der Kontraktilitét herstellen [126]. Auf der anderen Seite ist die Trennung
zwischen Dehnungs- und Kontraktions induzierter Regulation zelluléren Wachstums nur in
vitro moglich. Wahrend Untersuchungen zur Dehnung von Herzmuskel zellen vorwiegend auf



Seite 80 4. DISKUSSION

Silikontragern vorgenommen werden, kénnen Untersuchungen zur Kontraktions vermittelten
Wachstumssteuerung mit Hilfe der elektrischen Feldsimtul ation durchgefuhrt werden.

Kardiale Transkriptionsrate. Shimizu et al. beschrieben die Erhdhung der RNA-Synthese
als die am meisten beeindruckende und besténdigste Veranderung in hypertrophen Herzen
[114]. Daher wurde in unserem Versuchsansatzt nach 24 h EFS die Synthese von totaler RNA
in den Kulturen gemessen und eine Steigerung um 41,2 % gefunden. Diese fand ihren
Niederschlag in einem erhdhten totalen RNA-Gehalt der Zelle (+ 21 %). Hingegen veranderte
sich mRNA-Gehalt der Zellen nicht signifikant. Unsere Befunde bestétigten Untersuchungen
von McDermott et al. [115]. An fetalen Rattenkardiomyozyten fanden sie in kontrahierenden
Zellen einen erhohten Gehalt an rRNA, der durch eine erhdhte rRNA-Synthese erzeugt
wurde. Nach 3 Tagen war die RNA-Synthese in kontrahierenden Zellen um 59% (18S) bzw
53% (28S) erhoht.

Atrialer Natriuretischer Faktor (ANF). Adulte Myozyten aus dem Ventrikel des Herzens
sollten die mRNA fir ANF nicht, oder nur in geringer Menge, transkribieren. Nach einem
hypertrophen Stimulus wird die ANF-mRNA dagegen innerhalb von 6-20h nach Exposition
der Zellen heraufreguliert [81]. Im Rahmen unserer Versuche, in dem der Einfluld der EFS auf
die Transkription von ANF untersucht wurde, kam es zu einer Erhdhung des mRNA-Signals
fur ANF auf 112 % der unstimulierten Kontrolle (nicht signifikant). McDonough et a. hatten
Kulturen von neonatalen Rattenmyozyten elektrisch stimuliert und den Einfluld dieses
Stimulus auf die Transkription von ANF untersucht [116]. Nach 3 Tagen fanden sie dabei
eine 5-10-fache Steigerung der MRNA-Expression von ANF. Die Unterschiede im Grad der
ANF-Transkription dirfte durch eine schon basal erhthte Rate in den Kontrollkulturen liegen.
Diese Expression kann ein Resultat der Kulturbedingungen sein, dessen Medium durch einen
Zusatz von Insulin und Triiodothyronin gekennzeichnet ist [81].

Die schwere Kette des Myosins (MHC). Im Modell der EFS wurde keine signifikante
Veranderung der mRNA-Transkription fur die schwere Kette des Myosins gefunden. Die
Literatur zur Expression von Myosinen im Rahmen der Hypertrophie ist nicht einheitlich.
Wahrend einige Autoren einen Wechsel der Isoformen vom adulten a- zum fetalen 3-MHC
sehen [16, 108, 109], kénnen andere Grupen diese Beobachtungen an ihren Modellen nicht
nachvollziehen [117-119].

In der hypertrophen Reaktion ist die Expression der strukturellen Proteine nicht immer in
ahnlicher Weise reguliert, sondern kann je nach Stimulus verschieden sein [81]. Samarel et al.
hatten eine verstéarkte Expression der kontraktilen Proteine in mechanisch aktiven Zellen
gegenuber einer mit KCl-depolarisierten Kontrolle gesehen [108, 109]. Susic et al. fanden,
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Hypertrophie, ein Wechsel der Isoformen war allerdings nicht mehr zu beobachten [119].
Diese Daten weisen darauf hin, dal3 ein Wechsel der 1soformen vor allem mit dem Ausmal3
der Lastanderung der myokardialen Zellen korreliert ist. Andererseits fanden Bauer et al. auch
keine Anderung der Myosinisoformtranskription in einem Modell des pulmonalen Banding
[117, 118].

Ein methodischer Grund fur den fehlenden Wechsel zwischen den Isoformen kdnnte der
Zusatz von Triiodothyronin zu den Kulturen wie in diesem Modell (0,1 nM) sein.. Steigende
Konzentrationen von T, beeinflusst die Transkription von MHC zugunsten des a-MHC [81].

Wachstumsfaktor produktion unter EFS. Die Untersuchung von FGF wurde angeregt
durch die Berichte von Kaye et al. [1], die die autokrine Stimulation der Zellen durch FGF-2
fur die unter EFS auftretende Hypertrophie verantwortlich gemacht hatten. Sie postulierten
das Auftreten transienter, nicht letaler Lecks in der Zellmembran, die die Freisetzung von
FGF ermdglichen. In unseren Versuchen konnte keine Beteiligung von FGF-2 an den
Veranderungen des Proteinmetabolismus unter 24-stiindiger EFS gezeigt werden. Weder auf
RNA-, noch auf Proteinebene lief3 sich eine Beteiligung von FGF-2 an den Veranderungen
unter EFS nachweisen. Im Northern Blot konnte die mRNA von FGF-1, FGF-2 und des FGF-
R1 nachgewiesen werden, sie war aber unabhéngig von der EFS transkribiert. Die externe
Zugabe von 1-100 ng/ml FGF-2, die Blockade einer FGF-2 Wirkung durch monoklonale
Antikorper oder die Zugabe des Tyrosinkinaseinhibitors Suramin zu elektrisch stimulierten
Kulturen konnte die gezeigten Verénderungen auf Proteinebene nicht modulieren.

Die Moglichkeit einer Freisetzung von FGF-2 unter mechanischer Aktivitat Uber eine
transiente Erhéhung der Membranpermeabilitét war schon in friheren Publikationen durch
McNeil und Clarke angedeutet worden. Diese Versuche waren an Skelettmuskulatur in vitro
[120] bzw. an gefrorenen Gewebschnitten [121] durchgefiihrt worden und zeigten die
Maoglichkeit einer Penetration grof3erer Molekile (Albumin) durch die Zellmembran einer
intakten Zelle.

Eine andere Theorie favorisiert einen energieabhangigen Prozess, der zur Freisetzung von
FGF fuhrt. Mit FGF-2 DNA transfizierte COS-Zellen waren in der Lage, FGF-2 Uber einen
Energie-abhangigen Prozess zu sezernieren, der vom klassischen ER / Golgi-Weg unabhéngig
war, und damit eine Alternative zum bekannte Protein-Sekretionsweg nahelegt [47].

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF). In den Experimenten zur EFS lief3 sowohl in
den Kontrollschalen, als auch unter Stimulation die Expression von VEGF nachweisen. Die
Zellen unter EFS exprimierten dabei signifikant mehr mRNA fur VEGF. Ahnliche Befunde
publizierte auch Hang et al. [122], die die Expression von VEGF-mRNA in stimulierter
Skelettmuskulatur in vivo untersuchten. Sie fuhrten diese Versuche bis zu einem Zeitraum
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von 21 Tagen durch und fanden am vierten Tag einen vierfachen Anstieg der mRNA fir
VEGEF, der in den folgenden Tagen graduell absank. Begleitend zum Anstieg des VEGF kam
es zu einem Anstieg der totalen RNA, so dal3, normalisiert zur Menge an Gesamt-RNA, ein
Anstieg des VEGF auf den sechsfachen Kontrollwert zu verzeichnen war. Sie fuhrten diesen
Anstieg des VEGF auf eine stimulationsinduzierte Hypoxie des Gewebes zuriick, die mit
zunehmendem kapillaren Wachstum wieder zurtickging.

Eine andere Erkl&rung fur den Mechanismus eines VEGF-Anstiegs fanden Levy et a. [25]. In
neonatalen Rattenmyozyten fanden sie, dal3 neben einem hypoxischen Trigger auch das
depolarisierende Veratridin einen sechsfachen Anstieg der mRNA-Expression ausl0ste. Diese
Induktion konnte durch Verapamil, einen Ca**-Kanal-Blocker wieder aufgehoben werden.
Verapamil alleine hatte keinen Effekt.

Eine durch TGF-f - vermittelten Anstieg von VEGF hielten Li et al. [123] in ihrer Arbeit zu
myokardialer Infarzierung fur denkbar. Durch die Plazierung eines intraventrikuléren Ballons
hatten sie eine 6-fache Erh6hung der VEGF-mRNA ausgel 6st. Koronarvengses Blut war in
der Lage, die VEGF-Expression in normalen Herzen zu induzieren. Die Inhibition der TGF-13-
Aktivitét, aber nicht die Inhibition von Endothelin und Angiotensin 11, eliminierte diese
Induktion.

Insgesamt bieten sich sehr unterschiedliche Erklarungsansatze fir die Steuerung der VEGF-
Expression in kardialen Myozyten. Unter der Vorstellung einer kontinuierlichen
rhythmischen Depolarisation der Zellen scheint eine Induktion durch den erhohten
intrazelluldren Ca**-Gehalt durchaus wahrscheinlich.

4.3 Vergleich von Wachstumsfaktor - und elektrischer Feldstimulation

In den Untersuchungen zur Wirkung der EFS auf den Proteinumsatz der Zellen, zeigte sich
ein mit den Wachstumsfaktoren vergleichbares Bild. Speziell die Stimulation mit FGF (FGF-
11,5 x, FGF-2 1,7 x) war mit der 1,6-fach erhdhten Proteinsynthese unter EFS vergleichbar.
Weder unter FGF- noch unter EFS-Stimulation ging diese erhdhte Synthese allerdings in
einen erhohten Proteingehalt der Zellen tber (FGF 1x, EFS 0,9x), sondern war im Falle der
EFS eher leicht erniedrigt. Allerdings erreichte diese Abnahme nicht Werte anderer
Wachstumsfaktoren mit 0,7 x fur IGF I&l1l, 0,6 x fur LIF und 0,4 x fur IL-11. Der
Proteingehalt von Wachstumsfaktorengemischen wie ECGS und Serum war dagegen erhoht
(1,1 - 1,3 x). Diese Daten sprechen fur eine trophische Wirkung der EFS, wie sie auch unter
Wachstumsfaktoren beobachtet wird. Allerdings geht diese Stimulation im
Beobachtungszeitraum nicht mit einem Gewinn an Protein einher, so dald man in diesem Fall
nicht von einer Hypertrophie sprechen kann. Die Daten zeigen eher die Moglichkeit auf, dal3
sich die Zellen unter Feldstimulation schneller dedifferenzieren. Ob diese Anpassung Uber die
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autokrine Stimulation durch Wachstumsfaktoren gesteuert wird, konnte im Rahmen dieser
Experimente allerdings nicht geklart werden. Bei der Untersuchung der Expression von
Wachtumsfaktoren unter diesen Bedingungen wurden keine Veranderungen fur die
Fibroblasten-Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren nachgewiesen. Alleine die mRNA fur
den Vascular Endothelial Growth Factor stieg unter Stimulation signifikant an (136,6%).

4.4 Zusammenfassung

Das detaillierte Verstéandnis der Effekte und Interaktionen der Wachstumsfaktoren ist
Voraussetzung fur einen moglichen klinischen Einsatzes von Wachstumsfaktoren in der
Kardiologie. Die Testung von rekombinanten Wachstumsfaktoren kann man in serumhaltigen
als auch serumfreien Kulturen von adulten Kardiomyozyten durchfihren (fir Reviews siehe
[29, 39, 81]). Serumfreie Kulturen sind nach meiner Ansicht fir diese Fragestellung am
besten geeignet, da sie die prézise Beschreibung der Wirkung einzelner oder kombinierter
Wachstumsfaktoren erlauben.

Die getesteten humoralen und mechanischen Stimuli beeinfluf3ten nur Teile des
Proteinumsatzes in kardialen Myozyten. Sie stimulierten in der Regel die Proteinsynthese,
fUhrten aber Uber eine erhdhte Proteindegradation nicht zur Akkumulation zelluléren Proteins
und damit nicht zur Hypertrophie im eigentlichen Sinn. Dieses Wirkungsprofil erlaubte die
Dedifferenzierung der Zellen in Kultur. Kombinationen vermochten sich dabei entweder
gegenseitig zu verstarken (ECGS und IGF | oder Il) oder, wie im Falle des TGF-f3, gezeigt,
zu behindern. Erst die Kombination von Wachstumsfaktoren fuhrte in einigen Fallen zur
myokardialen Hypertrophie (ECGS, FCS). Neben diesen Peptiden hatte auch die kontraktile
Aktivitat der Zellen eine trophische Wirkung und ist deswegen als Wachstumsfaktor
einzuordnen.

In einem Artikel von 1996 stellte Long Faktoren zusammen, die eine zelluldre Hypertrophie
hervorrufen [14]. In diesem Artikel war Hypertrophie durch eine erhéhte Zelloberflache, den
Proteingehalt oder den Einbau radioaktiv markierter Aminosauren in einem in-vitro-system
definiert (siehe auch Tabelle 1.1-1.3). Die meisten der untersuchten Faktoren (FGFs, TNFa,
TGF-p, PDGF, NGF, IGFs, LIF/CDF, VEGF, CT-1, NMDGF, IL-1/-6, Endothelin-I,
Angiotensin Il und Katecholamine) waren in der Lage, an neonatalen oder adulten Zellen eine
Hypertrophie hervorzurufen. Die in meiner Arbeit beschriebenen Daten kdnnen das nicht
bestatigen. Problematisch ist die Zuordnung zur Hypertrophie, wenn man nur Einzelkriterien
zur Einstufung heranzieht. Ist die ZellgoRe an sich ein valider Paramter, so ist die
Einschrankung der Messung auf die sichtbare Zelloberflache nicht zulassig. Die Zellen, die
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bei Etablierung der Kultur relativ kompakt und dick sind, flachen in den meisten Kulturen ab
und zeigen eine vergrofderte Oberflache. Diese Veranderung ist aber nicht als Hypertrophie,
sondern als strukturelle Anpassung an die Kulturbedingungen oder auch Dedifferenzierung zu
verstehen. Der Proteingehalt kann durchaus konstant bleiben oder sogar sinken. Der Einbau
von radioaktiv markierten Aminosauren ist eine sehr gute Methode fir die Messung der
Proteinsynthese. Diese Proteinsynthese darf allerdings nicht mit zellularer Hypertrophie
gleichgesetzt werden, da dieser in manchen Kulturen (IGF 1&I1) eine starke
Protei ndegradation gegentibersteht.

Aus der vorliegenden Arbeit kann geschlossen werden, dal es keine allgemeine “hypertrophe
Reaktion” nach einer Stimulation mit Wachstumsfaktoren gibt. Die Wirkung der
verschiedenen Faktoren greift auf der Ebene der Signaltransduktion (siehe Abbildung 1.1)
ineinander und bildet ein Geflecht von intrazelluléren Signalen. In vivo kann daher die
externe Zugabe von Wachstumsfaktoren nicht als Dosis-Wirkungs Beziehung begriffen
werden, sondern als Eingriff in die Balance der verschiedenen Faktoren im Herzen. Diese
Balance wird durch die Uberdosierung eines Faktors verschoben.
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6. Technischer Anhang

Es gibt aus den Jahren '94 und '95 zwei Publikationen Uber die Methode der elektrischen
Feldstimulation. In diesen beschreiben Berger et al. [79] und Kato et al. [86] zwe verwandte
Methoden, adulte Kardiomyozyten der Ratte bzw. der Katze mittels eines elektrischen Feldes
in vitro zur synchronen Kontraktion anzuregen. Sie verwendeten zu diesem Zweck
Graphitelelektroden, die sie am Rande der Schale ins Medium tauchten und auf der anderen
Seite mit einem Stimulator verbanden.

6.1 Geeignete Elektrodenanordnung

Fur die Versuche zur elektrischen Feldstimulation wurden verschiedene
Elektrodenanordnungen getestet, die sich zum Teil als nur bedingt brauchbar erwiesen. Die
jeweiligen Elektrodenpaare wurden dabei mit Impulsen wechselnder Polaritét beschickt, um
den Aufbau von Ladungen in dem elektrischen Feld entgegenzuwirken. Dabei war es wichtig,
eine Flache zu stimulieren, auf der sich genug Myozyten fir eine molekularbiologische
Untersuchung kultivieren lief3en.

Ring aus Plexiglas

Zéellkulturschale 10 cm @
Elektroden aus Platin-Iridium Draht

Zéellkulturmedium

Abbildung 6.1 Zwei Platinelektroden in runder Schale

Abbildung 6.1. Dafir wurden am Anfang runde Zellkulturschalen von Costar mit einem
Durchmesser von 10 cm benutzt. Die Anordnung von zwei Platindréhten, die in paralleler
Anordnung ein etwa rechteckiges Feld stimulieren, war in der Lage, die Zellen in der Mitte
zwischen den beiden Elektroden zur Kontraktion anzuregen. Der prozentuale Anteil der
Zellen, die sich durch diese Anordnung stimulieren lief3, war sehr hoch ( >90% ). Allerdings
war, bedingt durch die runde Form der Schale, ein relativ grof3es Areal der Zellkulturschale
( etwa 50% ) im Bereich auf3erhalb des elektrischen Feldes nicht stimuliert, so dald bei Ernte
der Zellen ein grof3er Teil der Zellen wahrend des Experiments unstimuliert geblieben war.
Des weiteren starben eine grof3e Anzahl von Zellen im Laufe eines langeren, etwa 8 Stunden
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dauernden Experiments ab, da die Elektrolyse an den Platin-Iridium Drahten bei den
verwendeten relativ hohen Stromen Uber die Zeit zu hoch war.

Abbildungen 6.2 a&b. Unter der Vorstellung, dal3 die Ausrichtung des Myozyten im
elektrischen Feld die Schwelle zur Depolarisation bestimmt, wurde das néchste Modell (Abb.
6.2a) gebaut. Hierbei wurden in den auch vorher verwendeten Plexiglasring zweli
Elektrodenpaare eingesetzt. Diese wurden in standigem Wechsel aktiviert, so dal3 die positive
Elektrode jewells im Urzeigersinn um diesen Ring lief und die jeweils gegenuberliegende
Elektrode negativ geladen war. Diese Anordnung fuhrte dazu, dald die verwendete
Stromstérke zur Auslésung einer Kontraktion niedriger wurde als in dem vorher getesteten
Modell, was zu einer zeitlich verléangerten Stimulierbarkeit der Zellen fihrte. Allerdings war
das Areal, in dem die Zellen optimal mit Strom versorgt wurden, sehr inhomogen.

Ring aus Plexiglas
Zéellkulturschale 10 cm @
Elektroden aus Platin-1ridiumr

Zellkulturmedium

Abbildung 6.2 a Vier Platinelektroden in runder Schale

Ring aus Plexiglas

Zéellkulturschale 10 cm @

Elektroden aus Platin-Iridiumr

Zellkulturmedium

Abbildung 6.2 b Verteilung des elektrischen Feldes

Das quadratische Feld in der Mitte, das von beiden Elektroden optimal versorgt wurde, war
relativ klein (1) (Abb 6.2b). Es entsprach in Hohe und Breite den Mal3en der Elektroden. Die
Areale zwischen diesem optimal versorgten Feld und den Elektroden selbst (2) war
wesentlich schlechter stimulierbar, und die Areale an den Seiten (3) zwischen zweli
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benachbarten Elektroden waren bei den verwendeten Stromen nicht stimuliert (Abb. 6.2b).
Allein durch die Inhomogenitéat des elektrischen Feldes war dieses Modell so nicht fir
weitergehende Untersuchungen geeignet.

Abbildung 6.3. Diese Versuche implizierten die Verwendung von rechteckigen Schalen fur
die Feldstimulation, da die stimulierbare Fl&che maximal und die nicht nutzbare Flache relativ
begrenzt ist. Dazu wurden nach dem Modell von Berger die Zellkulturflaschen EZIN™ von
Nunc benutzt, von denen der Deckel entfernt werden kann (Abb. 6.3). Man hatte so von oben
einen einfachen Zugriff auf die Schale und konnte die Elektroden gut einsetzen. Sie
durchzogen die Langsseite der Schale und bildeten so ein sehr homogenes elektrisches Feld.
Mehr als 80% der Schale war direkt optimal stimulierbar und damit far die
mol ekul arbiol ogischen Untersuchungen zu verwenden. Zwei offensichtliche Nachteile hatte
auch diese Schale. Zum einen hatte das Areal, auf dem die Myozyten wuchsen, einen "Erker"
hin zum Flaschenhals, so dal3 das Stimulationsareal nicht ganz so homogen war, wie es in
einem rechteckigen Feld zu erwarten wére, andererseits verwirklicht sie nicht die Ergebnisse
aus den vorherigen Experimenten, in denen sich Uberkreuzte Elektrodenpaare als sinnvoll
erwiesen hatten.

—— Zellkulturschale Nunc EZIN 75 cm?2

—— Elektroden aus Platin-Iridium oder Graphit

—— Zdlkulturmedium

Abbildung 6.3 EZIN™ Schalen von Nunc

Abbildung 6.4. Auf der Suche nach einer praktikableren Losung fur nicht so zellintensive
Experimente wurde dann das Modell von Kato angewandt. Sie hatten &hnliche
Vierwellschalen wie die QUADRIPERM ™ -Schalen von Heraeus verwendet (Abb. 6.4). Hier
ist das elektrische Feld homogen durch ein exakt rechtwinkeliges Stimulationsfeld. Die
einzelnen Kammern sind in Reihe geschaltet, und die Polaritét dreht mit jedem Impuls wie
auch in den Modellen zuvor.
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L Zellkulturschale

—_
\ Heraeus Quadriperm 4x21,6 cm?2

\ Elektroden aus

Platin-lridium oder Graphit

—+— Zdlkulturmedium

Abbildung 6.4 QUADRIPERM ™ Schalen von Heraeus

Abbildung 6.5. Die vielleicht ideale Schale fir die elektrische Feldstimulation ist im Handel
bisher nicht zu finden (Abb 6.5). Sie wére in etwa 100 cm? grof3, um ausreichend Zellen fur
die Molekularbiologie bereitzustellen und wirde dann mit zwel Elektrodenpaaren bestlickt.
Dadurch hétte man ein homogenes elektrisches Feld, wenig nicht stimulierbare Areale und
eine relativ niedrige Reizschwelle.

—— Zellkulturschale 100 cm?

——— Elektrodenpaare tiber Kreuz

—f— Zeéllkulturmedium

Abbildung 6.5 Idedlisierte Schale.

6.2 Geeignetes Elektrodenmaterial

Auf der Suche nach geeignetem Elektrodenmaterial standen Platin-lIridium Draht,
Silberchloriddraht und Graphit zur Verfligung. Alle drei Materialien waren von verschiedenen
Autoren schon zur Durchfihrung der elektrischen Feldstimulation verwendet worden.
Wéhrend der Vorversuche mit den verschiedenen Schalen fiel auf, daf3 sich wahrend der
Stimulation an dem Draht aus Platin-Iridium Luftblasen bildeten und zum Teil bei angeren
Stimulationszeiten sogar Proteine ausflockten. Wahrend kurzzeitiger Stimulation war das
Medium in der Lage, diese Elektrolyse zu kompensieren. Uber langere Stimulationszeiten
hinweg jedoch farbte sich das Medium, das mit dem Indikator Phenolrot versetzt war, im
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Bereich der Elektroden gelb, ein Zeichen fir einen sauren pH-Wert. Die Zellen, die sich in
diesem Bereich befanden, wurden blasig und rundeten sich ab. Im Anschluf daran verloren
sie den Kontakt zur Zellkulturschale. Man konnte den Grad der Elektrolyse sehr stark durch
die Menge des verwendeten Stroms beeinflussen. Der Strom selbst jedoch mufite eine
ausreichende Stérke haben, um die Zellen zur Kontraktion anzuregen.

Graphit leitet relativ gut und ist in Stdben in verschiedenen Dicken erhdltlich. In den
Versuchen wurden Stébe mit einem Durchmesser von 1/4 inch verwendet. Sie waren zum
einen dick genug, um eine ausreichende Oberflache fir den Stromaustritt zu bieten, passten
aber noch sehr gut in die 75 cm?* EZIN™-Schalen von Nunc und in die QUADRIPERM ™-
Schalen von Heraeus. An ihnen ist wahrend des gesamten Experiments keine Elektrolyse zu
sehen, und das Medium behéalt auch bis zum Abschlul® der Stimulation seinen pH von 7,4.
Beim Erwerb der Elektroden sind diese in aller Regel poliert (Goodfellow, Ladd Research
Industries). Diese Politur ensteht beim Pressen der Elektroden dadurch, daf3 sich der feine
Staub in die natlrliche Porositét des Graphit einlagert, und so die Dichte in den
Aulenschichten der Elektroden hoher ist asin der Mitte des Stifts. Dadurch nimmt der Stift
an den Aulenseiten relativ schlecht Flussigkeit an, sie perlt ab. Durch ein leichtes
Anschleifen der Graphitstabe erreichte man, dal? die Stébe bei Benetzung mit Aqua dest. oder
Medium die Flussigkeit besser in sich aufsaugten. Die Oberflache war so um ein Vielfaches
hoher a's die rein rechnerische Oberflache der Elektroden.

6.3 Detaillierte Konstruktion der Elektroden

Fir die elektrische Feldstimulation muf3ten fir die zwei Modelle zwei ganz unterschiedliche
Konstruktionen fir die Elektroden benutzt werden. Zum einen sollte in den EZIN™-Flaschen
ein grof3es gleichformiges Feld erzeugt werden. Die QUADRIPERM ™-Schale erforderte
einen ganz anderen Aufbau, da sie aus vier in Reihe geschalteten elektrischen Feldern besteht.
Bei der Konstruktion und Zusammenstellung der Elektroden muf3ten zwei Bedingungen
erfiillt werden. Zum einen sollte der Graphitstift tiber seine ganze Breite furr den Ubertritt des
Stroms zur Verfugung stehen, da die Oberflache, durch die der Strom austritt, das Ausmal3
der Elektrolyse bestimmt. Zum anderen durfte die Stromzuleitung nicht mit dem Medium in
Kontakt kommen, da an dem diinnen Platindraht sofort Elektrolyse entsteht.

Zur Erfullung dieser beiden Vorraussetzungen wurden bei den beiden Modellen dhnliche,
aber nicht identische Wege beschritten. In dem EZIN™-Modell wurde die Elektrode, die
jeweils an der Langsseite der Schale liegt, in der Mitte von oben her angebohrt und mit einem
Gewinde versehen. In dieses Loch wurde dann eine Halterung eingedreht, die die Elektrode
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Platindraht (2 0,6 mm) Plexiglasstift mit
Gewinde

EN @—

U

Graphitelektrode 1/4 inch

Bohrung (@2 0,6 mm)

Ne—= ]

—
~—r

Bohrung mit Gewinde
(3mm)

Abbildung 6.6 Elektroden fiir die EZIN™-Schalen von Nunc.

Platindraht ( & 0,6 mm)
0 ( 10CT Of ()
Plexiglasbligel Graphitelektroden 1/4 inch
( | ()( | | () (

Bohrungen ( ] 0,6 )

Abbildung 6.7 Elektroden furr die QUADRIPERM ™-Schalen von Heraeus
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mit dem Deckel verbindet. Eine weitere 0,6 mm starke und 5 mm tiefe Bohrung an denjewells
gegentberliegenden Enden der Elektroden nahm die zufihrenden Platindréahte auf. Dadurch
konnte der Kontakt zwischen Elektrode und Medium verhindert und eine sehr gute
Uberleitung des Stroms in die Elektrode gewahrleistet werden. Der Platindraht wurde aus der
Stimulationsschale herausgeleitet und dann Uber Steckverbindungen mit dem Gerét fur die
el ektrische Feldstimulation verbunden.

Fur die QUADRIPERM ™-Schalen von Heraeus galten die gleichen Vorraussetzungen, wie
fur die Schalen von Nunc. Allerdings liefld sich eine Elektroden-Halterung, wie die oben
beschriebene, in diesem Modell aus rein geometrischen Grinden nicht verwenden. Hier
wurde einen Plexiglasbiigel Uber die Elektrodenschale gelegt, in die in den einzelnen Wells
spangenartige Halterungen fir die Elektroden eingefrast wurden. Die Weite dieser Spangen
entspricht knapp der der Graphitstifte. Dadurch lief3 sich die Elektrode jeweils durch leichten
Druck in diese Spange pressen und saf3 dadurch fest. Die Zufihrung des Stroms erfolgte wie
bei den EZIN™-Schalen durch eine kleine Bohrung an den jeweils gegenuiberliegenden
Enden der Stifte. Die Platindrahte wurden dann Uber korrespondierende Bohrungen im
Plexiglasbugel nach auf3en gefuhrt und mit der néchsten Elektrode oder mit dem
Stimulationgerét verbunden.

6.4 Die Verteillung des elektrischen Feldes bel verschiedenen Elektroden

Die Verwendung runder Elektroden birgt eine Gefahr. Betrachtet man das elektrische Feld
einer runden Elektrode in einem Leiter wie Wasser oder Medium, ergibt sich eine sehr
unterschiedliche Verteilung der elektrischen Feldstarke in unmittelbarer Nachbarschaft der
Elektrode, wie man der néchsten Graphik entnehmen kann.

E A

¢ >

Elektrode Abstand
Abbildung 6.8 Verteilung des elektrischen Feldes an den Elektroden

In unmittelbarer Nahe der Elektrode befindet sich ein starkes elektrisches Feld, das mit der
Entfernung von der Elektrode immer mehr abnimmt. Ubertragen auf dieses Modell zeigte sich
in Nachbarschaft der Elektroden ein starkes Absterben der Zellen in einem Zeitraum von 24
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Stunden, wahrend die Zellen, die am weitesten von beiden Elektroden entfernt waren, ein
Vidfaches der Zeit intakt waren.

Elektroden aus Platin-Iridium oder Graphit

—— Zdlkulturschale Nunc EZIN 75 cm<

Areale mit runden,
blasig abgestorbenen Zellen

[~~~ Zdllkulturmedium

Abbildung 6.9 Areal mit runden, blasig abgestorbenen Zellen.

Reduzierte man nun den applizierten Strom, so verkleinerte sich dieses Feld zusehends und
verschwand ab einer Stromstéarke, die allerdings nicht mehr ausreichte, die Zellen zu
stimulieren.

6.5 DasVolumen des Mediums

Das Anlegen eines bestimmten Stroms Uber die definierte Oberflache einer Elektrode
produziert Gber die Zeit eine bestimmte Menge Elektrolyse. Andererseits ist ein bestimmter
Strom pro cm? Mediumsguerschnittsflache erforderlich, um die Zellen zur Kontraktion
anzuregen. Flie3t nun Strom durch das Medium, der sich nicht an der Erzeugung einer
Depolarisation beteiligt, ist dieser fur die Zellen nicht nur nicht nitzlich, sondern nur
schadlich. Daher wurde die Mediumsmenge reduziert, damit ein moglichst grof3er Teil des
applizierten Stroms zur Depolarisation der Zelle beitragt. Theoretisch wére eine
Mediumsmenge, die in der Hohe genau den Myozyten entspricht, ideal gewesen, praktisch
allerdings sollten auch Reserven vorhanden sein, wenn Teile des Mediums verdunsten. In den
nun folgenden Versuchen wurde 7,5 ml Medium verwendet. Die Elektroden, die ja nicht mehr
vom Medium bedeckt waren, hatten allerdings nach wie vor eine grof3e Kontaktflache zum
Medium, da sich Flussigkeit an der Elektrode und zwischen Schalenwand und Elektrode
hochzog und so schatzungsweise fast 70% der Elektrode bedeckte. Im Verhdltnis zum
applizierten Strom floR jetzt allerdings viel weniger Strom pro cm? Elektrodenoberflache, ein
Umstand, der zu einer Verminderung der Elektrolyse fuhrte. Es konnte somit eine
Stromdichte im Bereich der Myozyten erzeugt werden, die zur Depolarisation der Zellen
ausreichte, andererseits nicht durch technische Mangel zu einem Absterben der Zellen fhrte.
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