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Während des Alterungsprozesses des Herzens kommt es zum Verlust von Myozyten.  

Der Stellenwert von Nekrose und Apoptose für diese Zelluntergänge war bisher nicht 

geklärt. Zellverluste erhöhen die mechanische Belastung der überlebenden 

Myozyten. Hier wird der Einfluss zyklischer mechanischer Dehnung auf Apoptose 

und Nekrose von kultivierten Ventrikelmyozyten männlicher junger (3 Monate) und 

alter (14-24 Monate) Ratten analysiert. Die isolierten Myozyten wurden für 24h auf 

Laminin-beschichteten Bioflex Kulturplatten angeheftet und nachfolgend für 24h 

zyklisch (1Hz; 5% Elongation; Bioflex System) gedehnt. Die TUNEL-Methode 

diente zur Bestimmung apoptotischen Zelltods. Nach 48h Kultur (Kontrolle) waren 

0,33±0,12% (MW±SD) der Myozyten bei jungen (n=7) und 1,05±0,35% bei alten 

Ratten (n=11) apoptotisch.  Dehnung steigerte den Anteil apoptotischer Myozyten bei 

jungen Ratten signifikant, auf 0,58±0,18%, nahm jedoch keinen Einfluss auf die Zahl 

apoptotischer Myozyten in Zellen aus alten Ratten. Zur Identifizierung nekrotischer 

Zellen wurden Färbungen zur Darstellung der Zellmembranintaktheit mit 

Propidiumjodid (PJ) und 5-hexadecanoylaminofluorescein (HEDAF), sowie die 

Messung der LDH-Aktivität eingesetzt.  Dehnung ließ den Anteil nekrotischer 

Myozyten bei jungen Ratten unbeeinflusst, steigerte aber den Anteil nekrotischer 

Myozyten bei alten Ratten signifikant.  In Myozyten alter Ratten wurden nach 

Dehnung 38,0±6,4% (MW±SD; n=9) PJ-markierte (Kontrolle 28,2±6,0%) und 

50,0±13,3% HEDAF-markierte (Kontrolle 34,6±6,5%) Myozyten gefunden. Die 

relative LDH-Aktivität stieg von 5,6±1,2% auf 8,4±3,3% (n=9) nach der Dehnung.  

Bei Myozyten junger Ratten waren 30,7±10,6% (MW±SD; PJ; n=8) bzw. 35,7±6,5% 

(HEDAF; n=8) nach 48h Kultur nekrotisch. Die relative LDH-Aktivität betrug 

5,6±1,4%. Die Unterschiede zur gedehnten Gruppe waren nicht signifikant.  

Zyklische mechanische Dehnung kann im Herzen sowohl apoptotischen als auch 

nekrotischen Zelltod induzieren. Ventrikelmyozyten aus jungen Ratten zeigen 

ausschließlich dehnungsinduzierten apoptotischen Zelltod, Myozyten aus alten 

Ratten ausschließlich dehnungsinduzierten nekrotischen Zelltod. Es wird diskutiert, 

dass Ventrikelmyozyten aus alten Ratten die Fähigkeit verlieren, Signale, die durch 

Dehnung induziert werden, mit Apoptose zu beantworten.  Als mögliche Ursachen 

werden die im Alter größere Steifheit des Sarkolemms sowie eine unzureichende 

ATP-Synthese aufgrund alternsbedingter mitochondrialer Dysfunktionen diskutiert.  
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1. Einleitung 

 

 

 

1.1. Untergang von Herzmuskelzellen:  Apoptose und Nekrose                 

 

Adulte Herzmuskelzellen (Ventrikelmyozyten) sind terminal differenzierte Zellen, 

die sich nicht mehr teilen können. [53, 89, 105]  Ihr Untergang (Tod) kann über den 

Verlust kontraktilen Materials zum Versagen der Pumpfunktion und damit zum Tod 

des Menschen führen. [87, 94]  Ein Untergang adulter Herzmuskelzellen wird im 

Verlauf des Alterns [2, 42, 71, 73, 75] und bei der Entwicklung der Herzinsuffizienz 

[70, 86, 89, 103] beobachtet.  

Ventrikelmyozyten können über zwei Wege untergehen:  über den programmierten 

Zelltod, die Apoptose, oder über den „ungeordneten“ Zelltod, die Nekrose.  

Apoptose und Nekrose können im Herzmuskel bzw. in der Zellkultur gleichzeitig 

vorkommen. [26, 42]  Morphologie und Biochemie erlauben, Apoptose und Nekrose 

voneinander zu unterscheiden.  

 

 

 

Abb. 1.1. Morphologische Veränderungen bei Nekrose und Apoptose  

A. Zellschwellung und Verdickung der Mitochondrien B. Ruptur von Zellorganellen und 

Plasmazellmembran, wahllose Fragmentation der DNA C. Schrumpfen der Zelle, 

Kondensation des Chromatins, Kondensation und Fragmentation des Zellkerns, membrane 

blebbing, Entstehung apoptotischer Körperchen [22] 
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Während bei nekrotischem Zelltod mit der Schädigung des Sarkolemms der 

sogenannte „point of no return“ erreicht ist, kann in die apoptotische Signalkaskade 

bis zur Aktivierung von Effektorcaspasen auf vielfältige Art eingegriffen und die 

Auslösung apoptotischen Zelltodes verhindert werden.  Zytosolische apoptotische 

Veränderungen sind reversibel soglange der Kern noch funktionell intakt ist. 

 

 

1.1.1.  Apoptose:  Charakteristika und Signalwege 

 

Bei der Apoptose handelt es sich um einen strukturierten, ATP-abhängigen Prozess, 

der durch externe oder interne Signale induziert wird und danach durch genetisch 

festgelegte Informationen abläuft.   

 

Morphologisch ist der apoptotische Zelltod von Kardiomyozyten charakterisiert 

durch das Schrumpfen der Zellen, Auflösung von Zellkontakten, Kondensation und 

Margination des Chromatins, Kondensation und Fragmentation des Zellkerns, 

Bildung von Ausstülpungen und Bläschen an der Zytoplasmamembran (membrane 

blebbing) und darauf folgend der Entstehung membranumschlossener Zellreste, 

sogenannter apoptotischer Körperchen, in denen die Zellorganellen erhalten bleiben. 

(Abb. 1.1.)  Die Spaltung der DNA erfolgt bei apoptotischem Zelltod charakteristisch 

zwischen den Nukleosomen, so dass DNA-Fragmente mit einer Größe von ca. 180 

Basenpaaren und deren Vielfache entstehen.  Einhergehend mit den beschriebenen 

Veränderungen ist ein Verlust der Membranasymmetrie.  Es kommt zur Exposition 

von Phosphatidylserin auf der Zelloberfläche.  

Die entstandenen Zellfragmente werden von umliegenden Zellen, meist 

Makrophagen, phagozytiert, ohne dass eine Entzündungsreaktion nachweisbar wäre. 

Nach der Phagozytose findet eine vollständige Degradation der apoptotischen 

Körperchen statt. [44, 65] 

Die Auslöser der Signalkaskaden, die zu apoptotischem Zelltod führen, sind 

vielfältig. Mechanische Dehnung [14], Stickstoffmonoxid [84], Ischämie und 

Reperfusion [103] und reaktive Sauerstoffspezies (ROS) [106] konnten als Auslöser 

von Apoptose in Kardiomyozyten identifiziert werden.  Es sind verschiedene 

Mechanismen für die Weiterleitung des apoptotischen Signals bekannt.  Besondere 

Bedeutung werden dem Weg über Todesrezeptoren oder Death Receptors und dem 

mitochondrialen Weg beigemessen.  Zentraler Bestandteil der apoptotischen 

Signalkaskaden ist die Aktivierung Aspartat-spezifischer Proteasen, auch Caspasen 
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genannt. Sie liegen als Zymogene in der Zelle vor und werden durch proteolytische 

Spaltung aktiviert.  Ihre Substrate sind Caspasen selbst und sowohl zytoplasmatische 

als auch nukleäre Proteine.  Die Spaltung der Substrate führt letztlich zu den 

genannten typischen morphologischen Veränderungen. Die Modulierung der 

Kaskade erfolgt über intrazelluläre Proteine und Enzyme.   

Zur Aktivierung der Caspase-Kaskade über Todesrezeptoren ist die Interaktion des 

Rezeptor-Ligand-Komplexes mit verschiedenen zytosolischen Proteinen nötig. [1, 8, 

15, 67, 77, 98, 112]  

Am Anfang der mitochondrialen Signalkaskade steht die Unterbrechung des 

mitochondrialen Transmembranpotentials. [10]  Die erhöhte Membranpermeabilität 

wird durch Permeabilitätstransitions-(PT) Poren verursacht. [66]  Mitglieder der Bcl-

2 Familie, Caspasen und Erhöhung der mitochondrialen Kalziumkonzentration sind 

wichtige Faktoren, die die PT Poren aktivieren können.  [23, 66, 79]  Die Folge ist, 

dass proapoptotische Proteine aus den Mitochondrien freigesetzt werden.  Dazu 

gehören die Caspasen-2 und -9, Cytochrom c und der Apoptosis inducing factor 

(AIF). [9, 97, 75]  Cytochrom c kann auch unabhängig von Änderungen des 

mitochondrialen Transmembranpotentials in das Zytosol freigesetzt werden. [9, 41, 

23]   

Cytochrom c ist als Bestandteil der Atmungskette bekannt, spielt aber auch eine 

wichtige Rolle bei der Aktivierung von Caspase-9 im Zytosol.  Cytochrom c und 

Procaspase-9 fördern die Bindung von Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-

1) und ATP.  Es entsteht ein Apaf-1-Cytochrom c-Komplex (Apoptosom), der es 

vermag, Procaspase-9 zu rekrutieren und zu aktivieren. [40, 116]  Die aktive 

Caspase-9 wird aus dem Komplex freigesetzt. [116]  Sie wird für die Aktivierung 

von Caspase-3 und -7 benötigt.  Auf die Aktivierung der Caspase-6 folgt die 

Aktivierung von Caspase-8 und -10. [97, 116]  

Die Wirkung von AIF hingegen ist Caspasen-unabhängig.  AIF wird nach 

Freisetzung aus den Mitochondrien in den Zellkern transloziert und vermag die 

Kondensation des Chromatins und eine DNA-Fragmentierung auszulösen. [100, 18]   

 

Bei einem intrazellulären Mangel an ATP ist die Zelle nicht mehr in der Lage die 

apoptotischen Signalkaskaden vollständig zu durchlaufen. [96]  Sie geht dann auf 

dem Weg des nekrotischen Zelltodes zugrunde.      
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      Abb. 1.2.  Die apoptotischen Signalkaskaden [32] 

 

Die beschriebenen Signaltransduktionswege können über unterschiedliche Gene und 

Proteine auf verschiedenen Ebenen reguliert werden. [93, 78, 91, 17, 52]     

Von besonderer Bedeutung für die Regulation des mitochondrialen 

Signaltransduktionswegs sind die Mitglieder der Bcl-2 Familie.  Die Bcl-2 Familie 

kann aufgrund von funktionellen Kriterien in Proteine mit antiapoptotischer (Bcl-2, 

Bcl-XL) oder proapoptotischer (Bax) Wirkung eingeteilt werden. [47, 66, 79]  Die 

Mitglieder der beiden Gruppen können Homo- und Heterodimere bilden.  Vermutlich 

ist die Wirkung der Mitglieder der Bcl-2 Familie davon abhängig, wieviel des 

jeweiligen Proteins nicht als Heterodimer vorliegt. [76, 116]  Das Verhältnis der 

verschiedenen Proteine zueinander entscheidet über Hemmung oder Förderung von 

apoptotischen Prozessen. [52]   

Auch die Transkription der Mitglieder der Bcl-2 Familie scheint durch andere 

Mitglieder der Familie beeinflusst werden zu können.  So wurde in neonatalen 

Rattenkardiomyozyten beobachtet, dass nach Apoptoseinduktion in Anwesenheit von 

Bcl-2 die Transkription des Bax-Promotors deutlich niedriger war als ohne Bcl-2. 

[47]   



1. Einleitung 

 

 

5 

Die Mitglieder der Bcl-2 Familie regulieren die mitochondriale 

Permeabilitätstransition. [66, 23]  Induktion von Bax führt zur Abnahme des 

mitochondrialen Transmembranpotentials und zu apoptotischem Zelltod. [79]  Dabei 

wurde auch die Freisetzung proapoptotischer Faktoren z.B. Cytochrom c aus den 

Mitochondrien in das Zytoplasma beobachtet. [79, 41]  Dem entsprechend ist gezeigt 

worden, dass Überexpression von Bcl-2 oder Bcl-XL die Freisetzung von Proteinen, 

wie Cytochrom c, aus den Mitochondrien verhindern kann. [110, 48, 41]    

Außerdem wird vermutet, dass Bax auch direkt, ohne Änderung der mitochondrialen 

Membranpermeabilität, die Cytochrom c-Freisetzung aus den Mitochondrien 

induzieren kann. [41]  

In direktem Zusammenhang mit Apoptose steht auch das Tumorsuppressorgen p53.     

p53-abhängige Transkription wird bei verschiedenen Genen beobachtet.  Es wurde 

berichtet, dass p53 an die Promotorregion von Angiotensinogen, AT1 Rezeptor und 

Bax bindet. [54, 47]  Die Bindung von Angiotensin II an AT1 löst Apoptose aus. [43, 

57]  Vermutlich kann p53 den apoptotischen Prozess transkriptionsabhängig und       

-unabhängig aktivieren. [20] 

Weiterhin wird von Cytochrom c-unabhängiger Induktion von Apoptose durch p53-

abhängige Erhöhung von reaktiven Sauerstoffspezies und damit Senkung des 

mitochondrialen Membranpotentials berichtet. [59]  p53 wird durch den Insulin-like 

Growth Factor-1 (IGF-1) gehemmt. [56]  In Anwesenheit von IGF-1 wurde im 

Tierversuch auch ein Anstieg von antiapoptotischen Mitgliedern der Bcl-2 Familie 

und eine Verminderung proapoptotischer Proteine dieser Familie beobachtet. [109]  

IGF-1 hemmte die Induktion von Bax und die Aktivierung von Caspase-3. [109]  

Überexpression von IGF-1 verhinderte die Aktivierung von Zelltod. [60]     

Weitere Kontrollmechanismen der apoptotischen Signalkaskade setzen auf der Ebene 

der Caspase-Kaskade ein.  Es sind verschiedene Moleküle bekannt, die als 

Inhibitoren für Caspasen wirken.  Dazu gehören unter anderem Mitglieder der IAP 

(Inhibitor of apoptosis) Familie, wie c-IAP-1 und c-IAP-2. [111, 88] 

 

Auch die Aktivierung von Mitgliedern der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen 

(MAPK)-Familie kann in Kardiomyozyten zu apoptotischem Zelltod führen.  

Zellulärer Stress kann bestimmte Mitglieder der MAPK-Familie aktivieren. [49, 7, 3]  

Extrazellulär regulierte Kinase (ERK), c-Jun N-terminale Kinase (JNK) und p38-

MAPK werden bei Stress aktiviert. [7, 16]   Stress-aktivierte Proteinkinasen (SAPK) 

sind in Kardiomyozyten an der Entstehung von Apoptose beteiligt. [7, 3]  

Aktivierung von JNK bei oxidativem Stress führte zu Freisetzung von Cytochrom c 
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aus den Mitochondrien und zur Auslösung von programmiertem Zelltod. [3, 113]  

Die Aktivierung von p38 kann scheinbar ebenso Apoptose induzieren. [113]  

Phosphorylierung von p38 MAPK führt aber auch zur Aktivierung von MAPK-

aktivierter Proteinkinase 2 (MAPKAPK2), die dann das Hitzeschockprotein 25/27 

(HSP25/27) phosphoryliert. [16]  Dies wirkt sich schützend auf das Aktin des 

Zytoskeletts aus. [25]  ERK Aktivierung führt wahrscheinlich auch zu Inhibition von 

Apoptose. [112]      

 

 

1.1.2.  Morphologie und Biochemie des nekrotischen Zelltodes 

 

Nekrotischer Zelltod ist ein pathologischer Vorgang, der als Folge von 

Gewebsverletzungen, Gifteinwirkung oder Nährstoffmangel auftreten kann. [24, 94]   

Anoxie, z.B. nach Koronararterienverschluss, führt durch das Fehlen der 

mitochondrialen Energiegewinnung zu ATP-Depletion. [24, 94]  Das Defizit an ATP 

hat zur Folge, dass die Pumpfunktion der Na+-K+-ATPase und Ca2+-ATPase 

eingeschränkt und schließlich ganz aufgehoben wird. [24]  Eine anhaltende 

Überladung des Zytosols und der Zellorganellen mit hohen Ca2+-Konzentrationen 

kann zur Zellschädigung führen.  Zu den zellschädigenden Mechanismen gehört die 

Veränderung des Phosphorylierungszustandes von Strukturproteinen und damit 

einhergehend eine Störung der zytoskeletalen Stabilität. [5, 4]  In Myozyten kommt 

es durch anhaltend erhöhte [Ca2+]c außerdem zu einer Aktivierung des kontraktilen 

Apparates.  Es entwickelt sich ein Rigor, der die Zellstruktur mechanisch zerstört. 

[85, 30, 80]  Bei Schäden der Zellmembran und fehlender Na+-K+-ATPase-Funktion 

kommt es intrazellulär zur Ansammlung von Ionen und zu osmotisch bedingtem 

Flüssigkeitseinstrom.  Die Zelle schwillt an.  Es treten die charakteristischen Zeichen 

von nekrotischem Zelltod auf. [24]  Dazu gehören Kondensation der Kernsubstanz, 

eine wahllose Fragmentation der DNA durch Endo- und Exonucleasen und die 

Ruptur von sowohl Zellorganellen als auch der Plasmazellmembran. Durch das 

Zerreißen der Plasmazellmembran kommt es zum Austritt von zytoplasmatischen 

Bestandteilen, welche die Entzündungsreaktion bedingen. [81, 87]   

 

ATP-Mangel kann auch durch Aktivierung von Reparaturprozessen nach 

Zellschädigung hervorgerufen werden.  Poly(ADP-ribose)polymerase (PARP)  ist ein 

nukleäres Enzym, welches durch DNA-Strangbrüche aktiviert wird und an der 
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physiologischen DNA-Reparatur beteiligt ist. [19]  Überaktivierung von PARP kann 

durch Aufbrauchen von benötigtem ATP zu nekrotischem Zelltod führen. [27, 33]   

 

Es konnte gezeigt werden, dass in Kardiomyozyten neben der Menge intrazellulären 

ATPs auch Intensität und Dauer eines Reizes über den Modus des Zelluntergangs 

entscheiden können. [96, 104]  In neonatalen Rattenkardiomyozyten führte 24h 

Exposition mit NO-Donatoren in Konzentrationen von 10 und 100µM zu  

apoptotischem Zelltod.  Konzentrationen von 1mM induzierten sowohl Apoptose als 

auch Nekrose, wobei nach 2h Inkubation apoptotischer Zelltod vorherrschte, danach 

das Ausmaß nekrotischen Zelltods deutlich zunahm. [104]   

 

 

1.2. Bedeutung des Zelltods für den Herzmuskel 

 

Der Untergang von adulten Herzmuskelzellen wird im Verlauf des Alterns [42, 73, 

71, 2, 75] und bei verschiedenen Kardiomyopathien [89, 103, 86, 70] beobachtet.  Im 

linken Ventrikel junger Ratten (3 Monate) wurden 0,001% apoptotische Myozyten 

identifiziert.  Der Anteil nekrotischer Myozyten war 7-fach größer.  Bei 24-

monatigen Ratten fand man 0,0086% apoptotische Myozyten.  Der Anteil 

nekrotischer Myozyten war 16-fach größer. [42]  Andere Studien berichten über  

apoptotischen Zelltod im Rattenmyokard von zwischen 0,0008 und 2,33%, im 

menschlichen Myokard von 0,007%. [82, 54, 55, 89]    

Die Angaben über das Ausmaß von Zelluntergängen unter verschiedenen 

pathologischen Bedingungen schwanken stärker.  Übereinstimmung herrscht meist 

über die Verteilung der apoptotischen bzw. nekrotischen Zellen.  Beim 

Myokardinfarkt kommt es durch Störung der Perfusion und ATP-Mangel zu 

zentralen Nekrosen.  Die veröffentlichten Zahlen über apoptotischen Zelltod bei 

Myokardinfarkten schwanken zwischen 0,8% und 12% in den direkt an den Infarkt 

angrenzenden Regionen, in weiter vom Infarkt entfernten Gebieten zwischen 0 und 

1%. [89, 74]  Unter den meisten pathologischen Bedingungen ist das Ausmaß des 

nekrotischen Zelltodes deutlich größer als das des apoptotischen. [26, 103]   

Solche Verluste von Herzmuskelzellen können nicht durch mitotische Teilung 

repariert werden.  Kommt es zu einem Verlust von Zellen steigt die Kraft, die 

während der Systole pro Flächeneinheit des Wandquerschnitts (Wandspannung) 

aufgebracht werden muss.  Von den verbliebenen Zellen wird eine erhöhte Kraft 

gefordert.  Dies führt zur Hypertrophie der Zellen. [2, 75, 73, 42]   
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1.3. Alter und Tod von Herzmuskelzellen     

 

Der Beitrag des Alterns für die Entstehung myokardialer Dysfunktionen wird 

vornehmlich auf den Verlust von kontraktilen Ventrikelmyozyten (systolische 

Dysfunktion) und auf eine erhöhte Steifigkeit des Herzens durch Fibrosierung 

(diastolische Dysfunktion) zurückgeführt. [11, 42, 71, 73, 2, 75]    

Der Verlust von Kardiomyozyten bei zunehmendem Alter wurde in verschiedenen 

Studien bei Mensch und Tier beschrieben. [42, 71, 73, 2, 75]  Bei Ratten wurde 

zwischen einer Gruppe von 10-12-monatigen und einer Gruppe von 19-21-monatigen  

Tieren ein Verlust von 18% der Myozyten des linken Ventrikels beobachtet. [2]  Im 

humanen Myokard wurde ein Verlust von 52 Millionen Myozytenzellkernen [73] 

bzw. 64 Millionen Zellen pro Jahr [75] beobachtet.  In beiden Studien war das 

gesamte Herz vom Zellverlust betroffen.  Sowohl im Rattenmyokard als auch im 

menschlichen Myokard ging der Zellverlust mit einer ausgeprägten Hypertrophie der 

verbliebenen Zellen einher. [2, 75, 73]  In Rattenherzen wurde gezeigt, dass der 

altersbedingte Verlust von Myozyten durch nekrotischen und apoptotischen Zelltod 

verursacht wurde. Folgen des Verlustes von Myozyten und der Hypertrophie der 

verbliebenen Zellen war in dieser Studie das Auftreten ventrikulärer Dysfunktionen. 

[42]   

Die existierenden Theorien für die Entstehung des Alterns von Organismen sind 

vielfältig.  Übereinstimmung herrscht darüber, dass Altern multifaktoriell verursacht 

wird. [69]  Es sind verschiedene Veränderungen im Verlauf des Alterungsprozesses 

zu beobachten, die Ursache für einen altersbedingten Zellverlust sein können.  

Besondere Bedeutung wird dabei der veränderten Funktion der Mitochondrien und 

der Wirkung von oxidativem Stress beigemessen. [31, 29] 

Mit zunehmendem Alter steigt die Produktion von Oxidantien in Kardiomyozyten. 

[30]  Oxidativer Stress kann Zelluntergänge direkt induzieren. [106]  Exposition mit 

Oxidantien kann außerdem zu Schäden der mitochondrialen DNA (mtDNA) führen. 

Durch das Fehlen von Histonen und die Nähe zu den Produktionsstätten von ROS ist 

die mtDNA für Schäden durch chronische Exposition mit Oxidantien besonders 

gefährdet. [34, 72, 13]  Als Folge kann es zu Dysfunktionen der Mitochondrien 

kommen, die wiederum zu einer erhöhten Produktion von ROS führen. [22, 29, 28]  

Die erhöhte Produktion von Oxidantien ist Folge von altersbedingten Änderungen im 

Ablauf der oxidativen Phosphorylierung.  Mit zunehmendem Alter verschlechtert 

sich die energetische Kopplung von Elektronentransportkette und ATP-Synthese.  Es 

kommt zu erhöhter Produktion von Oxidantien und Beeinträchtigung der ATP-
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Synthese. [28, 29]  Zusätzlich wird vermutet, dass es  mit zunehmendem Alter zu 

Aktivitätsminderungen der, an der mitochondrialen Atmungskette beteiligten 

Proteinkomplexe kommt.  Angaben in der Literatur diesbezüglich sind jedoch 

widersprüchlich. [67, 102, 31] 

 

Mit zunehmendem Alter werden Veränderungen in der Konzentration verschiedener, 

mit dem Zelltod assoziierter, Proteine beobachtet.  Gefunden wurde eine Erhöhung 

der zytosolischen Cytochrom c Konzentration und eine Verminderung der 

Konzentration von antiapoptotischem Bcl-2. [82]  Die Konzentration von 

proapoptotischem Bax zeigt keine altersbedingten Veränderungen. [82]  Es liegen 

auch Untersuchungen vor, die keine altersbedingte Veränderung der Expression und 

Verteilung von Bcl-2 finden konnten. [71]  Trotzdem ist nicht auszuschließen, dass 

Veränderungen der Konzentration von Mitgliedern der Bcl-2 Familie vorliegen.  

Altersabhängige Reaktionen anderer, den apoptotischen Prozess regulierender Gene, 

konnten nach hämodynamischer Entlastung des Myokards bei Patienten mit 

Herzversagen gezeigt werden. Mit abnehmendem Patientenalter nahm dabei die 

Expression der antiapoptotischen Gene hIAP-1, hIAP-2 und FLIP nach Entlastung 

zu. [92]  

Weiterhin wurde gezeigt, dass die Expression von AT1 und AT2 mit zunehmendem 

Alter steigt.  Hier wird vermutet, dass die Expression von AT1 Folge von 

hämodynamischen Veränderungen sein könnte. [34]  Andere Studien zeigen eine 

Erhöhung der diastolischen bzw. Senkung der systolischen Kalzium-Konzentration in 

Abhängigkeit vom Alter. [71] 

Weitere Faktoren, die als Ursache altersbedingter Veränderungen in Erwägung 

gezogen wurden, zeigten keine Änderungen in Abhängigkeit vom Alter.  Dazu 

gehören die Konzentration von p53, Bax, die Aktivität von Apaf-1 und Caspase-3 

sowie der intrazelluläre pH-Wert und die pH-abhängige DNase II. [82, 71] 

 

Neben den beschriebenen Veränderungen ist eine alters- aber auch 

ernährungsabhängige Veränderung der Lipidzusammensetzung der 

Mitochondrienmembran und damit einhergehend eine Verminderung der Fluidität 

derselben beschrieben worden. [50]  Eine ähnliche Veränderung der 

Lipidzusammensetzung ist auch an der Plasmazellmembran zu beobachten.  Der 

Anteil ungesättigter Fettsäuren sinkt, die Rigidität der Membran nimmt zu. [63]  
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1.4. Mechanische Dehnung und Tod von Herzmuskelzellen     

 

Bekannt ist, dass mechanische Dehnung apoptotischen Zelltod induzieren kann.  Bei 

in vitro Untersuchungen an Ventrikelmyozyten von 3 Monate alten Ratten wurde 

nach einer 24-stündigen Dehnung (9%) ein 7,6-facher Anstieg der Apoptose auf 

17,6±4% beobachtet.  Die ungedehnte Kontrollgruppe wies 2,33±0,55% auf. [54]  

Untersuchungen an Kardiomyozyten neonataler Ratten zeigte eine Induktion von 

Apoptose nur bei Dehnung mit hoher (25%) nicht aber bei Dehnung mit niedriger 

(5%) Amplitude. [83]  Bei Überdehnung von Papillarmuskeln wurden apoptotische 

Zelluntergänge einhergehend mit einer Verschlechterung der mechanischen Leistung 

beobachtet. [14] 

Die Mechanismen, die zu dehnungsinduziertem Zelltod führen, sind noch nicht 

vollständig geklärt.  Bekannt ist, dass mechanische Dehnung die Expression von 

Genen und die Synthese von Proteinen induziert, Proteinkinasen aktiviert und zu 

einer Erhöhung der Produktion von Sauerstoffradikalen führt. [14, 54, 83]  

Mechanische Dehnung ändert auch die elektrophysiologischen Gegebenheiten des 

Herzens.  Ursache dieses als mechano-elektrische Kopplung bekannten Systems sind 

dehnungsaktivierte Kanäle (stretch-activated channels, SACs).  Mechanische Stimuli 

modulieren Ionenströme.  In Ventrikelmyozyten wurde ein dehnungsinduzierter 

Ionenstrom durch nichtselektive Kationenkanäle beobachtet.  Es kommt zu einer 

dehnungsinduzierten Steigerung der intrazellulären Na+- und Ca2+-Konzentration. 

[36, 114]   

Bei Überlastung des Myokards ist weiterhin gezeigt worden, dass apoptotische 

Prozesse durch Stress-empfindliche Signalvermittlungswege ausgelöst werden 

können.  Mechanische Dehnung kann in kultivierten neonatalen 

Rattenkardiomyozyten SAPK/JNK aktivieren.  Die Aktivierung war proportional zur 

Dehnung und unabhängig von der Sekretion von Angiotensin II, ging jedoch mit 

einer erhöhten Aktivität des Transkriptionsfaktors AP-1 einher. [49] 

 

Während verschiedene Studien über dehnungsinduzierte Apoptose vorliegen, sind 

Veröffentlichungen über nekrotischen Zelltod als Folge von mechanischer Dehnung 

nicht vorhanden.   
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2. Zielstellung 

 

 

 

Während des Alterungsprozesses des Herzens bei Menschen und Tieren kommt es zu 

einem Verlust von Myozyten. [42, 73]  Der Stellenwert des nekrotischen und 

apoptotischen Weges für diese Zellverluste war bisher nicht geklärt.  Die vorgelegte 

Arbeit soll helfen, diese Frage zu beantworten. 

Zelluntergang im Alter erhöht die mechanische Belastung der überlebenden 

Myozyten. [87, 94]  Bekannt war, dass mechanische Dehnung in Kardiomyozyten 

von Ratten Apoptose induzieren kann. [14, 54] Deshalb wird hier der Einfluss  

mechanischer Dehnung auf Apoptose und Nekrose an Myozyten aus jungen und alten 

Ratten analysiert.  

Da kardio-vaskuläre Erkrankungen die häufigsten Todesursachen alter Menschen 

darstellen [87], sollten die erhofften Ergebnisse dieser Arbeit über mechanisch-

induzierte Apoptose und Nekrose in Abhängigkeit vom Alter zur Ursachenforschung 

beitragen. 
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3.1.  Tiere 

 

Für die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit wurden Ventrikelmyozyten aus 

Herzen alter und junger Ratten verwendet. Es wurden nur Myozyten aus Herzen 

männlicher Tiere untersucht, um geschlechtsbedingte Einflüsse ausschließen zu 

können. [26]  Bei den jungen Tieren handelte es sich um Wistar-Hannover-, bei den 

alten Tieren sowohl um Wistar-Hannover- als auch Wistar-Kyoto-Ratten.  Die 

Ergebnisse der beiden Gruppen der alten Tiere wurden zusammengefasst, da sich für 

die durchgeführten Experimente keine Unterschiede ergaben.  Während sich 

Tibialänge, Körper- und Herzgewicht mit zunehmendem Alter signifikant erhöhten, 

blieb das Verhältnis von Herzgewicht zu Körpergewicht unverändert.  Es lag keine 

altersbedingte Entwicklung einer Herzhypertrophie vor. 

 

     Jung (3 Mon.)     Alt (14-24 Mon.) 
 
Tibialänge  

   
     40,0±1,4mm 

   
     45,3±3,0mm   *  

Körpergewicht      342±34g      466±89g   ** 

Herzgewicht      1,5±0,2g      2,0±0,2g   ** 

Herzgewicht (mg)/      4,5±0,7      4,4±1,0 

Körpergewicht (g)     
                                                                                          

                                                                                       * p<0,05;  ** p<0,0001 

                                                                                                     

Tab. 3.1.  Tibialängen, Herz- und Körpergewichte der untersuchten Altersgruppen 

 

 

3.2.  Isolation und Kultur der Myozyten 

 

Die Ventrikelmyozyten wurden aus Herzen alter und junger Ratten durch retrograde 

Perfusion mit kollagenasehaltiger Ca2+-freier Tyrode-Lösung (Tyrode: 150mM NaCl, 

5,4mM KCl, 1,2mM MgCl2, 20mM Glucose, 5mM HEPES; pH 7,4; 37°C) isoliert. 

Nach der Perfusion wurden die Zellen für 2-3h in kaltem KB-Medium (70mM KOH, 
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40mM KCl, 50mM L-Glutaminsäure, 20mM Taurin, 20mM KH2PO4, 3mM MgCl2, 

10mM Glucose, 5mM Na-Pyruvat, 0,5mM EGTA, titriert mit KOH auf pH 7,4) 

inkubiert. [38]  Von den abgesetzten Zellen wurde dann der Überstand entfernt. Die 

Zellen wurden in das Zellkulturmedium M199 (Earle´s salts), das 1% 

Penicillin/Streptomycin (Sigma), 10µg/ml Amikacin (Sigma) und 10µg/ml 

Amphotericin B enthielt, resuspendiert und auf mit 20µg/ml Laminin beschichtete 

Kulturschalen überführt.  Zu diesem Zeitpunkt wiesen über 60% der Zellen eine 

intakte Zellmembran auf. (Abb. 4.1.)  Zum Anheften wurden die Myozyten für 24h 

mit dem Zellkulturmedium im Brutschrank (5% CO2, 37°C) kultiviert.  Nach 24h 

erfolgte ein Mediumwechsel.  Dabei wurden nicht angeheftete tote Zellen und 

Zellfragmente entfernt.  Die nach dem Mediumwechsel bestimmte Zelldichte betrug 

bei Kulturen von Kardiomyozyten junger Ratten 44±12 Zellen/mm² und bei alten 

Ratten 24±12 Zellen/mm².  

 

 

3.3.  Dehnungsapparatur 

 

Die Flexercell Strain Unit (Flexercell Corp., Mc Keesport, PA) ermöglicht es,  

Zellen, die auf einer flexiblen Oberfläche haften, unter Verwendung eines Vakuums 

rhythmisch und gleichförmig zu deformieren. 

Dazu werden die Zellen zunächst auf den Bioflex Kulturplatten kultiviert. Es  handelt 

sich dabei um spezielle Kulturplatten, deren Böden aus elastischen 

Silikonmembranen bestehen.  Für die Dehnung werden die Kulturplatten in einen 

Inkubator (5% CO2, 37°C) eingebracht und dort in einen Dichtungsring eingesetzt.  

Bis auf einen schmalen freien Rand befindet sich die flexible Membran dabei über 

einem kreisförmigen, planen Trägerblock.  Wird ein Vakuum unter der Membran 

erzeugt, kommt es zu einer starken Auslenkung des freien Randes der Membran. 

Dies führt zu einer in alle Richtungen gleichmäßige und isotrope Dehnung des 

zentralen Anteils der Membran und der darauf haftenden Zellen über den 

Trägerblock.  Wird das Vakuum aufgehoben, begibt sich die flexible Membran 

zurück in den Ausgangszustand. (Abb. 3.2.)  Dauer, Frequenz und Amplitude der 

Dehnung können per Computer modifiziert werden.  Die Dehnungsparameter können 

im Verlauf der Dehnung am Monitor verfolgt werden. 

Bei den Experimenten der vorliegenden Arbeit erfolgte die zyklische mechanische  

Dehnung der Ventrikelmyozyten in einer Flexercell-Dehnungsapparatur mit einer 

Frequenz von 1Hz und einer Amplitude von 5% für 24h.  Der Randbereich der 
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Membran, in dem es zu keiner gleichförmigen Dehnung der Membran kommt, wurde 

nicht zur Auswertung herangezogen. 

 

Abb. 3.1.  Schematische Darstellung der verwendeten Flexercell Strain Unit 

 

 

Abb. 3.2.  Applikation von Dehnung auf die Bioflex Kulturplatten in der 

                            Dehnungsapparatur 
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3.4.  Nachweis von Apoptose durch terminales Desoxynukleotidyl-Transferase 

vermitteltes Markieren von DNA-Strangbrüchen mit dUTP (Terminal 

Deoxynucleotidyl-Transferase mediated dUTP Nick End Labeling, TUNEL) 

 

Zellkerne apoptotischer Myozyten in Zellkulturen können durch den Nachweis 

typischer DNA-Strangbrüche identifiziert werden.  Dabei werden 3’-OH-Enden der 

degradierten DNA mit Fluorescein-gekoppeltem dUTP markiert. Diese Reaktion 

wird durch die terminale Desoxynukleotidyl-Transferase katalysiert. Es folgt die 

Inkubation mit Anti-Fluorescein-Antikörpern, welche mit alkalischer Phosphatase 

konjugiert sind. Nach der Reaktion mit Fast Red, welches als Substrat für die 

alkalische Phosphatase eingesetzt wird, erfolgt die Analyse im Lichtmikroskop.  Die 

apoptotischen Myozyten weisen einen deutlich rot gefärbten Kern auf.    

Hier wurde ein In Situ Cell Death Detection Kit, AP und Fast Red Tablets (beides 

Boehringer Mannheim) verwendet. 

 

3.4.1.  Fixierung und Permeabilisierung 

Nach 24 und 48h Kultur bzw. 24h Kultur mit darauf folgender 24-stündiger Dehnung 

wurden die, auf den mit Laminin beschichteten Oberflächen anhaftenden, 

Kardiomyozyten zunächst mit Paraformaldehyd (4% in phosphatgepufferter 

Kochsalzlösung = PBS; pH 7,4) im Kühlschrank über Nacht fixiert. Sie wurden dann 

2x für 10min mit Glycinlösung und 1x für 10min mit PBS gespült.  Die 

Permeabilisierung erfolgte mit 1% Triton X100 für 2h bei Raumtemperatur.  Die 

Proben wurden dann 3x für 5min mit PBS gespült und am Rand getrocknet. 

 

3.4.2.  TUNEL-Reaktion 

Für die TUNEL-Reaktion wurde nach Vorschrift des Herstellers des Kit verfahren. 

Die fixierten und permeabilisierten Zellen wurden mit 50µl TUNEL reaction mixture 

(Terminale Desoxynukleotidyl-Transferase und Nukleotid-Mixtur) für 3h bei 37°C 

bedeckt und danach 3x für 5min in PBS gespült. Für die Konvertierung des Signals 

wurden 50µl Converter AP (Anti-Fluorescein-Antikörper, Fab Fragment vom Schaf, 

konjugiert mit alkalischer Phospatase) für 1,5h bei 37°C hinzugefügt. Die Proben 

wurden dann wieder für 3x 5min in PBS gespült und mit je 50µl der Substratlösung 

(Fast Red) für 30min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde erneut mit PBS 

gespült. 
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3.4.3.  Negativ- und Positivkontrolle 

a) Für die Negativkontrolle wurde keine terminale Desoxynukleotidyl-

Transferase hinzugegeben, ansonsten aber wie oben verfahren. 

b)      Bei der Positivkontrolle wurden die permeabilisierten Zellen für 10min bei 

Raumtemperatur mit DNase I (in 50 mM Tris-HCl, pH 7,5, 1mg/ml BSA) inkubiert. 

Das übrige Vorgehen entspricht dem oben beschriebenen. 

 

3.4.4.   Auswertung 

Untersucht wurden Kulturen von Kardiomyozyten aus 7 jungen und 11 alten Ratten. 

Die Auswertung erfolgte in 300 zufällig ausgewählten Arealen (je 1mm²) pro 

Experiment.  In allen Arealen wurden die Gesamtzahl der Zellen und die Zahl der 

markierten Zellen mit Hilfe eines Lichtmikroskops bei 100-facher Vergrößerung 

bestimmt.  Die in den Einzelflächen gefundene Gesamtzellzahl und die Zahl der 

markierten Zellen wurden jeweils addiert. Für jedes Experiment wurde der Anteil 

markierter Zellen an der Gesamtzellzahl in Prozent ermittelt.  Aus den Ergebnissen 

der einzelnen Experimente wurde der Mittelwert errechnet.  Die Angabe der 

Ergebnisse erfolgt als Mittelwert mit Standardabweichung.   

 

 

 

Abbildung 3.3. zeigt Ventrikelmyozyten nach dUTP Nick End Labeling.  Nur Zellen 

mit eindeutig rot gefärbten Kernen wurden als apoptotische Zellen gezählt.  

Identifikation von Myozyten erfolgte anhand der Morphologie.    

 

Abb. 3.3. (S.17)    A  Darstellung markierter Zellen bei 100-facher Vergrößerung    

                                   (Positivkontrolle) 

                              B  apoptotische und nekrotische Ventrikelmyozyten nach dUTP         

                                   Nick End Labeling (400-fache Vergrößerung)   

                              C  apoptotische und intakte Ventrikelmyozyten nach dUTP Nick   

                                   End Labeling (400-fache Vergrößerung)  
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A     
 

     
 

                       B      
 
 
 

C     
 
 

Abb. 3.3. 
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3.5.  Nachweis von Nekrose durch Kernfärbung mit Propidiumjodid (PJ) 

 

Propidiumjodid (Molecular Probes) bindet an das Chromatin, indem es sich zwischen 

die Basen der DNA einlagert. Durch eine intakte Zytoplasmamembran kann der 

Farbstoff nicht permeieren und ist so zum Nachweis von nekrotischen Zellen, die 

durch geschädigte Membranen gekennzeichnet sind, geeignet. 

Die Analyse erfolgt im Fluoreszenzmikroskop. 

 

 

3.5.1.  Protokoll zur Färbung mit Propidiumjodid 

 

Die Zellen wurden auf den mit Laminin beschichteten Membranen für 24h und 48h 

kultiviert bzw. für 24h kultiviert und dann für 24h gedehnt.  Nach dem Entfernen des 

Mediums und zweimaligem Spülen mit PBS, wurde die Membran aus der Bioflex 

Kulturplatte herausgeschnitten.  Dabei befand sich die Bioflex Kulturplatte in PBS.   

Die herausgetrennte Membran wurde in eine Kulturschale gelegt und vor Licht 

geschützt bei Raumtemperatur mit 1,5mM PJ in PBS inkubiert.  Nach 20min 

Inkubation erfolgte die Analyse im Fluoreszenzmikroskop.   

Es wurden Kardiomyozytenkulturen aus Herzen 8 junger und 9 alter Ratten 

untersucht.  Die Auswertung fand bei  200-facher Vergrößerung statt.  Nur die Kerne 

der nekrotischen Zellen waren deutlich rot gefärbt.  Die ausgewertete Fläche betrug 

mindestens 100mm² pro Experiment.  Dabei wurden 125 zufällig ausgewählte 

Einzelflächen mit einer Größe von 0,8mm² betrachtet.  Für jedes Experiment wurde, 

aus den Summen der, in den Einzelflächen bestimmten Gesamtzellzahl und der Zahl 

der markierten Zellen, der prozentuale Anteil der markierten Zellen bestimmt.  Im 

Ergebnisteil ist der Mittelwert aus den einzelnen Experimenten mit 

Standardabweichung angegeben.  

 

 

Abb. 3.4. zeigt eine nekrotische und eine intakte Zelle nach der Inkubation mit PJ.   

Die Abbildungen A und C zeigen die Zellen, wie sie im Fluoreszenzmikroskop 

während der Analyse erschienen.  Für die Abbildungen B und D wurde die Schwelle 

der Fluoreszenzintensität herabgesetzt, um die gesamte Zelle sichtbar zu machen.  A 

und B zeigen je die gleiche Zelle.  Es handelt sich um eine intakte Zelle.  Auch C und 

D zeigen die gleichen Zellen.  Diese Zellen sind nekrotisch.  Die Zellkerne sind 

deutlich rot gefärbt.   
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                   A        

                  B         

 

Abb. 3.4.  Darstellung intakter (A, B) und nekrotischer (C, D) Zellen nach 20-

minütiger Inkubation mit PJ 
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3.6.  Nachweis von Nekrose durch Ausschlussfärbung mit 5-hexadecanoyl-

aminofluorescein (HEDAF) 

 

Der Fluoreszenzfarbstoff HEDAF (Molecular Probes) wird in die Membranen von  

Zellen integriert.  In intakten Zellen stellt die Zellmembran eine Barriere dar und nur 

die Zellmembran wird von HEDAF markiert.  Liegt aber eine Schädigung der 

Zellmembran vor, diffundiert der Farbstoff durch diese Schädigung in das 

Zytoplasma, und markiert auch intrazelluläre Membranen.  Im Fluoreszenzmikroskop 

erfolgt die Identifizierung von intakten und nekrotischen Zellen. 

 

 

3.6.1.  Protokoll zur Färbung mit 5-hexadecanoylaminofluorescein 

 

Es wurden Kulturen von Kardiomyozyten aus 8 jungen und 9 alten Ratten untersucht.  

Nach 24h und 48h Kultur bzw. 24h Kultur+24h Dehnung der Zellen wurde das 

Kulturmedium entfernt und die Proben 2x mit PBS gespült.  Die Membranen wurden 

aus den Bioflex Kulturplatten herausgetrennt und in eine Kulturschale gelegt. Dort 

erfolgte die Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur für 10min mit 5µM HEDAF 

in PBS.  Die Analyse erfolgte unverzüglich im Fluoreszenzmikroskop bei 200-facher 

Vergrößerung.  Die ausgewertete Fläche betrug 100mm² pro Experiment.  Diese 

Fläche ergab sich aus 125 betrachteten Einzelflächen mit einer Größe von 0,8mm².  

In den Einzelflächen wurden jeweils die Gesamtzellzahl und die Zahl markierter 

Zellen bestimmt.  Die einzelnen Gesamtzellzahlen und die Zahlen der markierten 

Zellen wurden addiert und für jedes Experiment der prozentuale Anteil der 

markierten Zellen an der Gesamtzellzahl errechnet.  Aus den Ergebnissen der 

einzelnen Experimente wurde der Mittelwert gebildet.  (Abb. 3.5. S.21) 
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Abb. 3.5.  Nekrotische und intakte Zelle nach 10-minütiger Inkubation mit HEDAF 

 

 

 

3.7.  Nachweis von Nekrose durch Bestimmung der Lactat-Dehydrogenase (LDH)-

Aktivität im Überstand 

 

Die im Verlauf der Nekrose eintretende Zerstörung der Zytoplasmamembran führt 

zur Freisetzung zytoplasmatischer Bestandteile.  Auf diese Weise gelangen auch 

zytoplasmatische Enzyme in das Zellkulturmedium.  Die meisten dieser Enzyme 

werden schnell degradiert.  Die Lactat-Dehydrogenase ist allerdings auch 

extrazellulär stabil und bleibt aktiv.  Sie kann deshalb zum Nachweis einer 

Kontinuitätsunterbrechung der Zytoplasmamembran genutzt werden.      

Lactat-Dehydrogenase katalysiert die Reduktion von Pyruvat zu Lactat. Dabei 

entsteht durch Oxidation von NADH eine äquimolare Menge von NAD. 

Photometrisch kann die Konzentrationsänderung von NADH erfasst werden.  Die 

Änderung der Absorption bei einer Wellenlänge von 340nm ist direkt proportional 

zur LDH-Aktivität in der Probe.   

Hier wurde die Aktivität der LDH, die aus Kardiomyozyten junger und alter Ratten 

freigesetzt wurde, mit Hilfe des LDH assay kits (Sigma) bestimmt.  
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3.7.1.  Durchführung 

 

Nach 24 und 48h Kultur bzw. 24h Kultur mit folgender 24-stündiger Dehnung wurde 

zunächst mit Hilfe eines Lichtmikroskops (100-fache Vergrößerung) die 

Gesamtzellzahl ermittelt, danach die LDH-Aktivität im Zellmedium gemessen.  Dann 

wurde das Medium entfernt, die Zellen mit PBS gespült. Um die gesamte LDH-

Aktivität in den Myozyten bestimmen zu können, wurden die Proben für 1h mit einer 

1% Triton X100 Lösung inkubiert. 

Die bestimmten Aktivitäten wurden jeweils auf die Zellzahl berechnet.  Die LDH-

Aktivität wird hier als relative LDH-Aktivität angegeben. Diese ist definiert als 

LDH-Aktivität im Zellmedium geteilt durch die Summe von LDH-Aktivität im 

Zellmedium und LDH-Aktivität in den Zellen. 

 

 

Alle Ergebnisse werden als Mittelwert±Standardabweichung angegeben.  Die 

statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Student´s t-Test bzw. der ANOVA-

Methode mit Bonferroni t-Test.  Ein Wert von p<0,05 wurde als statistisch 

signifikant angesehen. 
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4. Ergebnisse 

 

 

 

Um Art und Ausmaß dehnungsinduzierten Untergangs von Ventrikelmyozyten 

bestimmen zu können, wurde die Zahl intakter und apoptotischer bzw. nekrotischer 

Zellen nach 24 und 48h Kultur und nach 24h Kultur mit darauf folgender 24-

stündiger Dehnung bestimmt.   

Untersucht wurden Zellkulturen von Ventrikelmyozyten junger und alter Ratten.  Um 

zwischen Zellen mit intakter und beschädigter Zellmembran unterscheiden zu 

können, wurden Färbungen mit HEDAF und PJ eingesetzt.  Die Vitalität der Zellen 

lag zum Zeitpunkt der Aussaat bei Myozyten junger Ratten bei 67,4±10,2% und bei 

Myozyten alter Ratten bei 61,2±7,3%.  Dieser Unterschied ist statistisch nicht 

signifikant. 

 

 

 Myozyten junger 

Ratten (n=8) 

Myozyten alter 

Ratten (n=9) 

Anteil HEDAF-

markierter Zellen 

 

     34,2±11,0% 

 

     38,6±7,0%  

Anteil PJ-markierter 

Zellen  

 

     31,1±9,7% 

 

     38,9±8,0%  

Anteil von Zellen mit 

intakter Zellmembran  

 

     67,4±10,2% 

 

     61,2±7,3%  

 

Abb. 4.1.  Qualität der Zellpräparation zum Zeitpunkt der Aussaat   

                   

 

Die Zahl der, auf den Kulturflächen anhaftenden, Myozyten war bei jungen Ratten 

signifikant höher als bei alten Ratten.  Die Zelldichte nach 24h Kultur betrug bei 

jungen Ratten 44±12 Zellen pro mm² und bei alten Ratten 24±8* Zellen pro mm²  

(* p<0,01).   

Zu den unterschiedlichen Zeitpunkten der Messungen blieb die Gesamtzahl der 

Zellen in den jeweiligen Kulturen unverändert.  (Abb. 4.2.) 

 



4. Ergebnisse 

 

 

24 

 

 24h Kultur 48h Kultur   24h Kultur und 
24h Dehnung 

Zellzahl (Mittelwert  
± Standardabweichung) 
 
1.  in mit PJ 
behandelten Kulturen 
junger Ratten 
 

 
 
 
      
     4414 
      ±1240 

 
 
 
      
      4301 
      ±1317 

 
 
 
     
      4362 
      ±2666 

 
2.  in mit HEDAF 
behandelten Kulturen 
junger Ratten 
 
 

 
     4452 
      ±1127 

 
      4264 
       ±1185 

 
      4124 
       ±2059 

 
3.  in mit PJ 
behandelten Kulturen 
alter Ratten 
 

 
   
    2367 
     ±921 
 

 
      
      2462 
       ±807 
 

 
     
      2367 
       ±477 

 
4.  in mit HEDAF 
behandelten Kulturen 
alter Ratten 
 

 
    2403 
      ±793 

 
      2473 
        ±595 

 
      2250 
      ±606 

 

 

Abb. 4.2.  Durchschnittliche Gesamtzahl der untersuchten Myozyten auf einer Fläche 

von 100mm²  zu den unterschiedlichen Messzeitpunkten  

 

 

 

4.1.  Spontaner nekrotischer Zelltod von kultivierten Kardiomyozyten   

 

Der spontane nekrotische Zelltod wurde in Ventrikelmyozyten aus Herzen 9 alter und 

8 junger Ratten untersucht.  Die Zahl intakter und zugrunde gegangener Zellen wurde 

nach 24h und 48h Kultur ermittelt.  Die Zellen wurden dabei nicht gedehnt.  
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Die Färbung mit PJ ergab nach 24h Kultur einen Anteil nekrotischer Myozyten von 

24,6±5,5% in Kulturen junger Ratten bzw. 19,4±5,5% in Kulturen alter Ratten. Der 

nach 48h Kultur bestimmte Anteil nekrotischer Zellen war in Kulturen von Myozyten 

alter Ratten signifikant höher (28,2±6,0%) als nach 24h (p<0,014). Für Kulturen von 

Zellen junger Ratten ergab sich kein Unterschied (30,7±10,6%).  (Abb.4.10.1. bzw. 

4.10.2.)   

Zwischen Kulturen von Kardiomyozyten aus jungen und alten Ratten bestand weder 

nach 24h noch nach 48h Kultur ein signifikanter Unterschied in der Anzahl 

nekrotischer Myozyten.  (Abb.4.3. bzw. Abb.4.4.) 

 

      

Abb. 4.3.  Anteil nekrotischer Myozyten an der Gesamtzahl der untersuchten 

Kardiomyozyten aus jungen und alten Ratten in % nach 24h Kultur bestimmt durch 

PJ-Färbung  

 

      

Abb. 4.4.  Anteil nekrotischer Myozyten an der Gesamtzahl der untersuchten 

Kardiomyozyten aus jungen und alten Ratten in % nach 48h Kultur bestimmt durch 

PJ-Färbung  
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Durch Färbung mit HEDAF wurden nach 24h Kultur 31,7±8,7% nekrotische Zellen 

in Kulturen von Myozyten junger Ratten und 27,3±6,9% nekrotische Myozyten in 

Kulturen von Myozyten alter Ratten gefunden. (Abb. 4.5.)    Es ergab sich kein 

Unterschied zwischen für 24h und 48h kultivierten Zellen. (Abb. 4.11.1. und 4.11.2.)  

Nach 48h wurden 35,7±6,5% (jung) bzw. 34,6±6,5% (alt) nekrotische Zellen 

identifiziert. (Abb. 4.6.)  Der Unterschied zwischen Kulturen von Myozyten junger 

und alter Ratten war weder nach 24h noch nach 48h statistisch signifikant. 

 

  

 

Abb. 4.5.  Anteil nekrotischer Myozyten an der Gesamtzahl der untersuchten  

Kardiomyozyten aus jungen und alten Ratten in % nach 24h Kultur bestimmt mit der 

Hilfe von HEDAF   

 

 

Abb. 4.6.  Anteil nekrotischer Myozyten an der Gesamtzahl der untersuchten  

Kardiomyozyten aus jungen und alten Ratten in % nach 48h Kultur bestimmt mit der 

Hilfe von HEDAF   
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Die LDH-Aktivität wurde in Kardiomyozyten 6 junger und 9 alter Ratten bestimmt.  

Hier dargestellt ist die relative LDH-Aktivität nach 48h.  Die relative LDH-Aktivität 

betrug in Myozyten aus jungen Ratten 5,6±1,4% und 5,6±1,2% in Myozyten alter 

Ratten. (Abb. 4.7.)  Dieser Unterschied ist statistisch nicht signifikant. 

 

 

Abb. 4.7.  Relative LDH-Aktivität  bestimmt nach 48h Kultur von Myozyten aus 

Herzen junger und alter Ratten 

 

Die nach 24h Kultur bestimmte relative LDH-Aktivität ist in Kulturen von Myozyten 

alter Ratten (17,7±5,1%) und auch in Kulturen junger Ratten (16,0±4,0%) signifikant 

höher als nach 48h Kultur. (Abb. 4.12.1. bzw. 4.12.2.)  Bei der Bestimmung des 

Ausmaßes nekrotischen Zelltodes mit Hilfe der PJ- und HEDAF-Färbung zeigte sich 

ein anderes Ergebnis.  

Ursache dafür ist, dass die Messung der LDH-Aktivität im Überstand nach 24h 

Kultur erfolgte.  In dem Überstand befanden sich noch nicht angeheftete Zellen und 

Zellfragmente.  Gemessen wurde die LDH-Aktivität aller nekrotischen Zellen.  

 

Mit keiner der Methoden konnten signifikante altersabhängige Unterschiede in dem 

Anteil der Kardiomyozyten gefunden werden, die nach 24h und 48h Kultur spontaner 

Nekrose unterlagen. 
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4.2.  Spontaner apoptotischer Zelltod von kultivierten Kardiomyozyten  

 

Es wurden Kulturen von Kardiomyozyten aus 7 jungen und 11 alten Ratten 

untersucht.  In Kulturen von Myozyten junger Ratten wurden nach 24h Kultur 

0,38±0,09% apoptotische Zellen identifiziert, in Kulturen alter Ratten 1,24±0,44%.   

Innerhalb einer Altersgruppe veränderte sich der relative Anteil apoptotischer 

Myozyten zwischen 24 und 48h Kultur nicht. 

Nach 48h Kultur wurden 0,33±0,12% apoptotische Zellen bei Ventrikelmyozyten aus 

jungen Ratten und 1,05±0,35% apoptotische Zellen bei Myozyten aus alten Ratten 

gefunden. (Abb. 4.9.)  Der Vergleich zwischen den Kulturen von Ventrikelmyozyten 

aus Herzen alter und junger Ratten zeigt, dass der Anteil der apoptotischen Myozyten 

sowohl nach 24h als auch nach 48h Kultur in Kulturen aus Kardiomyozyten alter 

Ratten signifikant größer war. 

 

 

 

 

 

Abb. 4.8.  Anteil apoptotischer Myozyten an der Gesamtzahl der untersuchten 

Kardiomyozyten alter und junger Ratten in % nach 24h Kultur bestimmt durch 

TUNEL   
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Abb. 4.9.  Anteil apoptotischer Myozyten an der Gesamtzahl der untersuchten 

Kardiomyozyten alter und junger Ratten in % nach 48h Kultur bestimmt durch 

TUNEL   

 

 

4.3.  Einfluss zyklischer mechanischer Dehnung auf den nekrotischen Zelltod  

 

4.3.1.  Nekrotischer Zelltod als Folge mechanischer Dehnung bestimmt mit PJ- 

            Färbung 

 

Die für 48h kultivierten Myozyten dienten als Kontrollgruppe. Bei Kulturen von 

Ventrikelmyozyten junger Ratten wies die Kontrollgruppe 30,7±10,6% nekrotische 

Zellen auf. Nach 24h Kultur mit darauf folgender 24-stündiger Dehnung waren 

33,8±12,8% der Myozyten der jungen Tiere mit PJ markiert. Dieser Unterschied war 

nicht signifikant. 

In den untersuchten Kulturen der Myozyten alter Ratten waren in der Kontrollgruppe 

28,2±6,0% der Myozyten nekrotisch.  In der gedehnten Gruppe fand man einen 

signifikanten Anstieg des Anteils nekrotischer Zellen auf 38,0±6,4% (p<0,006). 

Die Färbung mit PJ zeigte, dass zyklische mechanische Dehnung in kultivierten 

Kardiomyozyten junger Ratten keinen Einfluss auf das Ausmaß nekrotischen 

Zelltods hat, in Myozyten alter Ratten dieses jedoch signifikant ansteigen lässt. 
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Abb. 4.10.1.  Darstellung des Anteils nekrotischer Myozyten an der Gesamtzahl der 

Myozyten aus jungen (n=8) Ratten bestimmt durch Propidiumjodid -Färbung 

 

 

Abb. 4.10.2.  Darstellung des Anteils nekrotischer Myozyten an der Gesamtzahl der 

Myozyten aus alten Ratten (n=9) bestimmt durch Propidiumjodid -Färbung 

 

 

4.3.2.  Nekrotischer Zelltod als Folge mechanischer Dehnung bestimmt mit HEDAF-  

           Färbung 

 

Nach Dehnung wurden in den Kulturen von Myozyten junger Tiere 35,7±7,7% 

nekrotische Zellen identifiziert, in der Kontrollgruppe (48h Kultur) 35,7±6,5%.  Der 

Unterschied zwischen beiden Gruppen war nicht signifikant. 

Bei Myozyten alter Ratten zeigte sich hingegen ein signifikanter dehnungsinduzierter 

Anstieg von nekrotischen Zellen von 34,6±6,5% auf 50,0±13,3% (p<0,008). 
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Ähnlich den Ergebnissen, die durch Färbung mit PJ erhalten wurden, zeigte die 

Färbung mit HEDAF eine Zunahme nekrotischen Zelltods in kultivierten 

Ventrikelmyozyten durch zyklische mechanische Dehnung nur in Zellen alter Ratten, 

nicht jedoch in Zellen junger Ratten.   

 

 

Abb. 4.11.1.  Darstellung des Anteils nekrotischer Myozyten an der Gesamtzahl der 

Myozyten aus jungen (n=8) bestimmt durch HEDAF -Färbung 

 

 

 

 

 

Abb. 4.11.2.  Darstellung des Anteils nekrotischer Myozyten an der Gesamtzahl der 

Myozyten aus alten Ratten (n=9) bestimmt durch HEDAF -Färbung 
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4.3.3.  Nekrotischer Zelltod als Folge mechanischer Dehnung bestimmt durch  

           Messung der LDH-Aktivität im Zellmedium 

 

Die relative LDH-Aktivität, die aus den Messergebnissen in Kulturen von Myozyten 

junger Tiere errechnet wurde, wurde durch Dehnung nicht beeinflusst. (5,6±1,4% in 

der Kontrolle; nach Dehnung 5,6±1,9%).  In Kulturen von Myozyten alter Tiere 

führte Dehnung zu einem signifikanten Anstieg der relativen LDH-Aktivität von 

5,6±1,2% auf 8,4±3,3% (p<0,05). (Abb. 4.12.1. und 4.12.2.)   

Dehnung konnte in Kardiomyozyten aus jungen Ratten nekrotischen Zelltod nicht 

induzieren. In Myozyten aus alten Ratten steigerte zyklische mechanische Dehnung 

den Anteil nekrotischer Zellen. 

 

 

Abb. 4.12.1.  Darstellung der relativen LDH-Aktivität  in jungen (n=6) Ratten 

 

 

 

Abb. 4.12.2.  Darstellung der relativen LDH-Aktivität  in alten (n=9) Ratten  
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Die mit Hilfe von HEDAF- und PJ-Färbung bzw. Bestimmung der LDH-Aktivität 

erlangten Ergebnisse zeigen übereinstimmend, dass in Kulturen von Kardiomyozyten 

junger Ratten zyklische mechanische Dehnung keinen Einfluss auf den Anteil 

nekrotischer Myozyten hat, aber den Anteil nekrotischer Myozyten in Kulturen aus 

alten Ratten signifikant steigert. 

 

 

4.4. Einfluss zyklischer mechanischer Dehnung auf den apoptotischen Zelltod 

 

Bei Kardiomyozyten aus Herzen junger Ratten zeigte sich im Vergleich mit der 

Kontrollgruppe nach Dehnung eine 1,8-fache Steigerung des Anteils apoptotischer 

Myozyten.  Die Kontrollgruppe wies 0,33±0,12% apoptotische Zellen auf, von den 

gedehnten Zellen waren 0,58±0,18% apoptotisch. 

Der Anteil apoptotischer Myozyten aus Herzen alter Ratten zeigte keine signifikanten 

Unterschiede zwischen gedehnter und ungedehnter Gruppe (gedehnt 0,98±0,22%; 

Kontrolle 1,05±0,35%). 

Mechanische Dehnung hatte also keinen Einfluss auf die Zahl apoptotischer 

Kardiomyozyten alter Ratten, steigerte jedoch die Zahl apoptotischer 

Kardiomyozyten junger Ratten 

(Abb. 4.13.1. und 4.13.2.) 
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Abb. 4.13.1.  Darstellung des Anteils apoptotischer Myozyten an der Gesamtzahl der 

Myozyten junger (n=7) Ratten bestimmt durch TUNEL 

 

 

 

 

                

Abb. 4.13.2.  Darstellung des Anteils apoptotischer Myozyten an der Gesamtzahl der 

Myozyten alter (n=11) Ratten bestimmt durch TUNEL 
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5.  Diskussion 

 

 

 

Die Literatur berichtet, dass im Verlauf des Alterungsprozesses ein Verlust von 

Kardiomyozyten auftritt. [2, 75, 42, 73, 71]  Unklarheit herrscht über die Art und die 

Ursachen dieser Zelluntergänge.  Der Verlust von Myozyten kann zu einer 

Funktionsbeeinträchtigung des Myokards führen, was eine folgenschwere 

Veränderung für den gesamten Organismus darstellt. [52, 61, 94, 86]  Da Verluste 

von Herzmuskelzellen nicht durch mitotische Teilung repariert werden können, steigt 

die Kraft, die pro Flächeneinheit des Wandquerschnitts (Wandspannung) aufgebracht 

werden muss. [53, 87, 105]   Von den überlebenden Zellen wird eine erhöhte Kraft 

gefordert.  Dies führt zur Hypertrophie der Zellen.  [2, 75, 73, 42]   

Die Identifikation der Mechanismen, die zu Zellverlusten im Herzen führen, stellt das 

Ziel verschiedener Untersuchungen dar.  Differenziert werden muss dabei zwischen 

nekrotischem und apoptotischem Tod von Kardiomyozyten.  Apoptotische  

Veränderungen sind reversibel, solange der Zellkern funktionell intakt ist.  Sind 

Zeichen nekrotischen Zelltodes, wie Schädigung des Sarkolemms eingetreten, ist der 

Untergang der Zelle nicht mehr zu verhindern.   

Da der Verlust von Zellen zu Änderungen der mechanischen Belastung der nicht 

untergegangenen Zellen führt, soll der Einfluss von Dehnung auf die Zelluntergänge 

untersucht werden.  Gezeigt wurde bereits, dass mechanische Dehnung in 

Kardiomyozyten von Ratten Apoptose induzieren kann. [14, 54]  Hier sollte der 

Einfluss mechanischer Dehnung auf Apoptose und Nekrose in Abhängigkeit vom 

Lebensalter analysiert werden.  Die erhofften Ergebnisse dieser Arbeit über 

mechanisch-induzierte Apoptose und Nekrose in Abhängigkeit vom Alter sollten zur 

Forschung über die Ursachen altersbedingten Zellverlustes beitragen.  Dies erlangt 

besondere Bedeutung dadurch, dass kardio-vaskuläre Erkrankungen die häufigsten 

Todesursachen alter Menschen darstellen. [87] 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden Kulturen von isolierten Rattenkardiomyozyten 

untersucht.  Adulte kultivierte Kardiomyozyten der Ratte weisen eine relativ hohe 

basale Apoptoserate auf. [54, 56]  Diese starke Aktivierung des apoptotischen 

Programms ohne Applikation eines apoptotischen Stimulus wird in Zusammenhang 

mit der Auflösung ursprünglich bestehender Zellkontakte und 
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Zytoskelettverankerungen infolge der enzymatischen und mechanischen 

Vereinzelungsmechanismen bei der Präparation gebracht.  In den für diese Arbeit 

untersuchten Kulturen waren 0,33±0,12% (jung, 48h Kultur) bzw. 1,05±0,35% (alt, 

48h Kultur) der Zellen apoptotisch.   Auch das insgesamt sehr große Ausmaß des 

nekrotischen Zelltodes ist vermutlich, ausgelöst durch Ca2+-overload, Schädigung der 

Zellmembran oder der Gap junctions, eine Folge von Präparation, Isolation und 

Kultur.  Nach 48h Kultur waren 30,7±10,6% (jung, PJ-Färbung) bzw. 28,2±6,0% (alt, 

PJ-Färbung) der Myozyten nekrotisch.  Bei in vivo Untersuchungen im 

Rattenmyokard wurden 0,001% apoptotische Myozyten in 3 Monate alten Ratten 

identifiziert.  Der Anteil nekrotischer Myozyten war 7-fach größer.  Bei 24-

monatigen Ratten fand man 0,0086% apoptotische Myozyten.  Der Anteil 

nekrotischer Myozyten war 16-fach größer. [42] 

 

Die meisten für den Ventrikel vorliegenden Arbeiten, die Angaben über 

programmierten Zelltod enthalten, stützen sich auf das Markieren der apoptotischen 

Zellen mit Hilfe des TUNEL.  Jedoch gehen die Meinungen über die Spezifität dieser 

Methode für die Identifikation apoptotischer Zellen auseinander. [24]  Grundprinzip 

des TUNEL ist die Markierung von Doppelstrangbrüchen der DNA, die für den 

apoptotischen Zelltod typisch sind.     

Eine elektronenmikroskopische Untersuchung TUNEL-positiver Myozyten aus 

humanen Herzen mit dilatativer Kardiomyopathie zeigte, dass markierte Zellen 

weder apoptotische noch nekrotische ultrastrukturelle Merkmale aufwiesen, sondern 

eine erhöhte Aktivität von Reparationsprozessen der DNA zeigten. [45]  Die gleiche 

Autorengruppe wies darauf hin, dass in Infarktgebieten von Kaninchenherzen in 

TUNEL-positiven Myozyten DNA-Degradation und eine für nekrotischen Zelltod 

typische Morphologie beobachtet werden konnte. [72]  Andere Untersuchungen 

zeigen hingegen, dass zwischen Ergebnissen, die mit Hilfe des TUNEL erhalten 

wurden, und Ergebnissen, die durch andere Methoden erlangt wurden, keine 

signifikanten Unterschiede gefunden werden konnten. [54, 60, 41]   Untersuchungen 

am Myokard von Ratten und Mäusen zeigten keine Markierung nekrotischer Zellen 

durch TUNEL bzw. bestätigten die Spezifität des TUNEL mit Hilfe des konfokalen 

Mikroskops. [60, 42]  Obwohl es immer wieder Diskussionen über die Spezifität und 

Interpretation der Methode gibt, wird der Nachweis nukleärer DNA-Veränderungen 

durch die TUNEL-Methode allgemein zur Detektion apoptotischer Zellen eingesetzt.  

Wegen möglicher Einschränkungen der Aussagefähigkeit des TUNEL werden häufig 
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zusätzlich weitere Nachweismethoden, wie Darstellung einer DNA-Leiter oder 

Nachweis von Nukleosomen im Zytoplasma,  eingesetzt.    

Für den Erhalt verlässlicher und reproduzierbarer Ergebnisse ist eine sorgfältige 

Standardisierung des TUNEL-Tests erforderlich. [89]  Dies erfolgte durch 

Behandlung von Zellen mit DNase I, um DNA-Strangbrüche enzymatisch 

hervorzurufen.  Außerdem kann eine zu geringe Zahl von untersuchten Myozyten zu 

fehlerhaften Aussagen führen.  Ursache für falsch negative Ergebnisse wäre die sehr 

geringe Menge von apoptotischen Zellen im Myokard. [74, 89]  In dieser Arbeit 

erfolgte die Quantifizierung der Apoptose deshalb in vielen Gesichtsfeldern und an 

einer sehr großen Anzahl von Zellen.  

 

In den für diese Arbeit untersuchten Kulturen waren nach 48h Kultur 0,33±0,12% der 

Zellen in Kulturen junger Ratten und 1,05±0,35% der Zellen in Kulturen alter Ratten 

apoptotisch.  Dabei bestand kein signifikanter Unterschied zu den nach 24h Kultur 

ermittelten Zahlen spontanen Zelltodes.  Der Anteil apoptotischer Zellen war in 

Kulturen alter Ratten signifikant höher als in Kulturen junger Ratten.  Bekannt ist, 

dass die Produktion von ROS mit zunehmendem Alter steigt und damit das 

mitochondriale Transmembranpotential sinkt, was die Auslösung apoptotischen 

Zelltodes fördert. [58, 28, 21]  Es  ist weiterhin gezeigt worden, dass die Expression 

von antiapoptotischem Bcl-2 in Ventrikelmyozyten alter Ratten nach 48h Kultur 

signifikant niedriger war als in Myozyten junger Ratten, während sich für die 

Expression von Bax  kein Unterschied zwischen alten und jungen Ratten ergab. [36]  

Da das Verhältnis von Bcl-2 und Bax über Auslösung oder Hemmung der 

apoptotischen Signalkaskade entscheidet [52], kann spekuliert werden, dass die 

vermehrte Auslösung spontanen apoptotischen Zelltodes in kultivierten 

Ventrikelmyozyten alter Ratten über den mitochondrialen Weg der 

Apoptoseinduktion vermittelt wird.  

 

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse über spontane Nekrose in Kulturen von 

Kardiomyozyten nach 24h sind nicht einheitlich, was seine Ursache in Unterschieden 

zwischen den eingesetzten Nachweismethoden findet.  Die LDH-Aktivität nach 24h 

Kultur war signifikant höher als nach 48h Kultur.  Markierung nekrotischer Zellen 

mit PJ und HEDAF zeigte keinen entsprechend höheren Anteil nekrotischer Zellen. 

Die Messung der LDH-Aktivität erfolgte nach 24h Kultur im Zellüberstand, in dem 

sich auch tote Zellen befanden, die nicht an die Kulturschale angeheftet waren.  Vor 

der Färbung der Zellen mit PJ bzw. HEDAF wurde das Medium entfernt und gespült.  



5. Diskussion 

 

 

38 

So war nach 48h Kultur eine deutlich niedrigere LDH-Aktivität in Kulturen von 

Kardiomyozyten junger und alter Ratten zu messen.  Die nach 24h Kultur erlangten 

Ergebnisse durch Färbung mit PJ und HEDAF können deshalb nicht mit den 

Ergebnissen, die durch Bestimmung der LDH-Aktivität erhalten wurden, verglichen 

werden. 

Bei Markierung mit PJ konnte bei Kulturen von Myozyten junger Ratten kein 

Unterschied im Ausmaß der Nekrose zwischen 24h und 48h Kultur gefunden werden.  

Markierung mit HEDAF führte zu dem gleichen Ergebnis.  In Kulturen alter Ratten 

war in den mit PJ behandelten Kulturen eine signifikante Zunahme nekrotischer 

Zellen zu beobachten.  Markierung mit HEDAF zeigte eine Zunahme, die aber nicht 

signifikant war.    

Insgesamt war sowohl nach 24h als auch nach 48h Kultur das Ausmaß des 

nekrotischen Zelltodes deutlich größer als das Ausmaß des apoptotischen 

Zelluntergangs. 

Obwohl im Rattenmyokard in vivo ebenfalls eine höhere Zahl nekrotischer als 

apoptotischer Zellen beobachtet wurde, erreicht der nekrotische Zelltod dabei nicht 

die großen Ausmaße wie in der Zellkultur. [42]  Offenbar gehen Zellen nach dem 

Anheften an die Bioflex Membran eher durch nekrotischen als durch apoptotischen 

Zelltod zugrunde.  In Studien an adulten isolierten Rattenkardiomyozyten ist gezeigt 

worden, dass nekrotischer Zelltod nur in der frühen Phase der Kulturzeit vorherrscht, 

während später spontane Zelluntergänge hauptsächlich über den apoptotischen Weg 

ablaufen. [45]  Dies lässt vermuten, dass die zunächst sehr hohen nekrotischen 

Zelluntergänge als Folge von Isolation und Präparation auftreten.  

 

Bereits berichtet worden war, dass Dehnung in Kardiomyozyten Apoptose induzieren 

kann. [14, 56, 57, 82]  Bemerkenswert ist, dass die vorliegenden Erkenntnisse über 

dehnungsinduzierten programmierten Zelltod aus Untersuchungen von 

Kardiomyozyten neonataler [63, 83] und junger [14, 56] Tiere stammen.  Manchmal 

fehlen Angaben über das Alter der Versuchstiere. [57]  Bei Studien an humanen 

Kardiomyozyten findet man meist ein breites Altersspektrum der Patienten.  [92, 89, 

6]   

Wie in verschiedenen Veröffentlichungen beschrieben, konnte auch in der 

vorliegenden Arbeit in Kardiomyozyten junger Ratten durch Dehnung Apoptose 

induziert werden.  In Ventrikelmyozyten aus Herzen alter Ratten war hingegen kein 

signifikanter Unterschied zwischen den gedehnten Kulturen und der Kontrollgruppe 

vorhanden.  Einhergehend mit diesen Ergebnissen zur Induktion von Zelltod durch 
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Dehnung ist gezeigt worden, dass nach Dehnung von kultivierten Ventrikelmyozyten 

junger Ratten eine Erhöhung von Nukleosmen im Zytoplasma zu finden war.  In 

Myozyten alter Ratten war dies nicht der Fall. [36] 

In Myozyten alter Ratten wurde durch zyklische mechanische Dehnung nekrotischer 

Zelltod induziert.  Bei Myozyten aus Herzen junger Ratten steigerte Dehnung den 

Anteil nekrotischer Zellen nicht.   

 

Myozyten aus Herzen junger und alter Ratten sind fähig den Weg des apoptotischen 

und des nekrotischen Zellunterganges zu beschreiten.  Mit zunehmendem Lebensalter 

ändert sich die Reaktion der Zellen auf einen mechanischen Stimulus.  Auf Dehnung 

reagieren Myozyten aus Herzen alter Ratten mit einem vermehrten Zelluntergang 

durch nekrotischen Zelltod.  Vermutet werden kann, dass sich in Kardiomyozyten mit 

zunehmendem Alter die Fähigkeit verschlechtert, auf Signale, die durch 

mechanischen Stress induziert werden, mit der Auslösung des apoptotischen 

Programms zu reagieren.  Verschiedene altersbedingte Veränderungen können dies 

verursachen.    

Die im Alter größere Steifheit des Sarkolemms kann zu einer größeren Anfälligkeit 

für dehnungsinduzierte Membranschäden führen.  Altersbedingte Veränderungen der 

Zusammensetzung der Phospholipiddoppelschicht der Plasmazellmembran sind 

gekennzeichnet durch einen erhöhten Anteil gesättigter Fettsäuren.  Das führt zu 

einer Zunahme der Rigidität der Membran. [63]  Dadurch könnte ein gleicher Reiz 

(Dehnung) leichter Defekte in der Membran hervorrufen.  Kontinuitätsunterbrechung 

des Sarkolemms gefolgt von einem Ca2+-Einstrom führt zu nekrotischem Zelltod.   

Eine weitere häufig diskutierte mit zunehmendem Lebensalter einhergehende 

Veränderung, ist die veränderte Funktion der Mitochondrien.  So kommt es mit 

zunehmendem Alter vermehrt zu Beeinträchtigungen im Ablauf der oxidativen 

Phosphorylierung.  Dies könnte die Unfähigkeit der Kardiomyozyten aus Herzen 

alter Ratten begründen, auf mechanische Dehnung mit der Ausführung der ATP-

abhängigen apoptotischen Signalkaskade zu reagieren.   

Liu et al. haben berichtet, dass nach Ischämie durch Verschluss der Koronararterie 

die Infarktgröße in Herzen alter Ratten signifikant größer war als in Herzen junger 

Ratten. [61]  Die Verschlechterung der Mitochondrienfunktion mit zunehmendem 

Alter könnte, besonders in Zeiten größeren Energiebedarfs, wie bei 

Reparationsaufgaben und Erhaltung der osmotischen Balance, zu Energiedefiziten 

führen. [29]   
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Neben altersbedingten Beeinträchtigungen bei der ATP-Synthese gibt es weitere 

Veränderungen der Mitochondrien, die mit höherem Lebensalter auftreten und die 

erhaltenen Ergebnisse begründen könnten.  Es ist gezeigt worden, dass die 

Expression von Bcl-2 in Ventrikelmyozyten alter Ratten nach 48h Kultur signifikant 

niedriger war als in Myozyten junger Ratten, während sich für die Expression von 

Bax  kein Unterschied zwischen alten und jungen Ratten ergab.  Nach zyklischer 

mechanischer Dehnung sank die Konzentration von Bcl-2 in Myozyten junger 

Ratten, nicht jedoch in Myozyten alter Ratten.  Kein signifikanter Unterschied wurde 

für die Konzentration von Bax zwischen der gedehnten und der ungedehnten Gruppe 

bei Myozyten sowohl alter als auch junger Ratten gefunden.  In Myozyten junger 

Ratten wurde nach Dehnung außerdem eine Cytochrom c Erhöhung im Zytosol und 

eine Abnahme der Konzentration von Cytochrom c in der Membranfraktion 

beobachtet.  [36]   

Für p53 ergaben sich nach 48h Kultur keine Unterschiede zwischen alten und jungen 

Ratten.  Nach Dehnung wurde in Myozyten junger Ratten ein Anstieg der p53 

Konzentration gefunden, nicht jedoch in Myozyten alter Ratten. [36]  p53-abhängige 

Transkription von Genen kann den apoptotischen Prozess aktivieren.  Vermutlich ist 

auch eine transkriptionsunabhängige Aktivierung möglich. [20, 43, 47, 54, 57]  

Einhergehend mit der Aktivierung von p53 und p53-abhängigen Genen wird eine 

dehnungsabhängige Synthese und Sekretion von Angiotensin II beobachtet.  Die 

Bindung von p53 an den Promotor von Angiotensinogen, AT1 Rezeptor und Bax 

stieg mit Dehnung, ebenso die Expression von Angiotensinogen, AT1 und AT2 

Rezeptor, Renin, Angiotensin-converting enzyme (ACE), p53 und Bax.  Die 

Expression von Bcl-2 sank.  P53 scheint eine bedeutsame Rolle in der Regulation des 

lokalen Renin-Angiotensin Systems und dehnungsinduzierter Apoptose zu spielen. 

[54, 57, 55, 64]  IGF-1 hemmt p53 und verringert die Zahl apoptotischer Zellen nach 

Dehnung. [56]   

 

Zyklische mechanische Dehnung steigert in Rattenkardiomyozyten die Produktion 

reaktiver Sauerstoffspezies, wobei die Höhe der Steigerung mit dem Ausmaß der 

Dehnung zunimmt. [83]  Gesteigerte Produktion von ROS kann Zelltod hervorrufen.  

Dies geschieht vermutlich über eine ROS-induzierte Aktivierung von JNK und  

Steigerung der mitochondrialen Membranpermeabilität gefolgt von der Freisetzung 

proapoptotischer Proteine in das Zytoplasma. [3, 106, 58, 97, 9, 75]  

Erhöhung der mitochondrialen Ca2+-Konzentration kann ebenfalls zur Unterbrechung 

des mitochondrialen Transmembranpotentials führen, und so die mitochondriale 
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apoptotische Signalkaskade aktivieren. [10, 23]  Mechanische Stimuli modulieren in 

Ventrikelmyozyten Ionenströme durch nichtselektive Kationenkanäle, die zu einer 

dehnungsinduzierten Steigerung der intrazellulären Na+- und Ca2+-Konzentration 

führen. [114, 37 ]   

 

Kontrovers diskutiert wird eine dehnungsinduzierte Erhöhung der Expression von 

Fas.  Fas ist ein Rezeptor, der in Kardiomyozyten, nach Bindung seines Liganden der 

Weiterleitung des apoptotischen Signals in das Zellinnere dient. [108]   Bei einer in 

vitro Überdehnung von Zellen der Papillarmuskeln konnte neben einer Erhöhung der 

Zahl apoptotischer Myozyten eine verstärkte Expression von Fas beobachtet werden. 

[14]  Andere Studien zeigen, dass bei einer Hypertrophie durch Volumenbelastung 

zwar auch eine Erhöhung der Expression von Fas beobachtet werden kann, jedoch 

programmierter Zelltod von Kardiomyozyten nicht über Fas induziert wird. [108]  

Die Möglichkeit, dass unter bestimmten pathophysiologischen Bedingungen die 

Induktion von apoptotischem Zelltod in Kardiomyozyten über Fas abläuft, kann aber 

nicht ausgeschlossen werden, da in Ratten- und Mausherzen ein Fas-induzierter 

programmierter Zelltod nach Ischämie/Reperfusion zu beobachten war. [38]  

 

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass mechanische Dehnung in 

Ventrikelmyozyten apoptotische und nekrotische Zelluntergänge induzieren kann, 

der Weg des Zelltods aber wesentlich vom Lebensalter beeinflusst wird. 

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die im Alter größere Steifheit des Sarkolemms 

zu einer größeren Anfälligkeit für dehnungsinduzierte Membranschäden führen kann, 

was von einem Ionen- und Flüssigkeitseinstrom und der Auslösung nekrotischen 

Zelltods gefolgt wird.  Auch altersbedingte Dysfunktionen der Mitochondrien können 

die Ausführung der ATP-abhängigen apoptotischen Signalkaskade verhindern.    

Der dehnungsinduzierte Untergang von Myozyten aus Herzen junger Ratten wird 

vermutlich durch Steigerung der mitochondrialen Membranpermeabilität über den 

mitochondrialen Weg der Apoptoseinduktion vermittelt.  

Zur Verhinderung von dehnungsinduziertem apoptotischen Zelltod wäre ein 

Eingreifen in die mitochondriale apoptotische Signalkaskade vorstellbar.  Ein solches 

Eingreifen würde nur bei jungen Ratten den dehnungsinduzierten Untergang von 

Herzmuskelzellen verhindern können.    

In Herzen alter Ratten wäre nur die Hemmung von dehnungsinduziertem 

nekrotischen Zelltod sinnvoll.  Eine ähnliche Modulation wie bei apoptotischem 

Zelltod ist hier nicht möglich.  Es ist jedoch gezeigt worden, dass altersbedingte 
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Veränderungen in der Zusammensetzung der Mitochondrien- und 

Plasmazellmembran ernährungsabhängig sind.  So können altersbedingten 

Membranveränderungen durch Modifikation der Ernährung entgegengewirkt werden. 

[50, 62, 51]  Es ist gezeigt worden, dass der präventive Wert einer 

Ernährungskontrolle zur Verhinderung von kardiovaskulären Ereignissen klein aber 

möglicherweise relevant ist. [35] 

 

Die erhofften Ergebnisse dieser Arbeit über mechanisch-induzierte Apoptose und 

Nekrose in Abhängigkeit vom Alter sollten zur Suche nach den Ursachen 

altersbedingten Zellverlustes beitragen.  Spätere Untersuchungen sollten zeigen, 

inwieweit die vorliegenden Ergebnisse unter in vivo Bedingungen und im humanen 

Myokard relevant sind. 
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6. Zusammenfassung 

 

 

 

1. Mechanische Dehnung kann im Herzen sowohl apoptotische als auch nekrotische 

Zelluntergänge induzieren.  Hier wurde gezeigt, dass der Weg in den mechanisch-

induzierten Zelltod wesentlich vom Lebensalter beeinflusst wird. 

2. Die Untersuchungen wurden an kultivierten Ventrikelmyozyten aus jungen und 

alten männlichen Ratten durchgeführt.  Die jungen Ratten waren 3 Monate, die 

alten 14-24 Monate alt. 

3. Isolierte Ventrikelmyozyten wurden für 24h auf Laminin-beschichteten Bioflex 

Kulturplatten angeheftet („Kultivierung“) und nachfolgend für 24h zyklisch (1Hz; 

5% Elongation; Bioflex System) gedehnt.  Als Kontrolle dienten ungedehnte 

Ventrikelmyozyten, die für 48h kultiviert worden waren.   

4. Mit Hilfe des TUNEL wurde der Anteil der Myozyten bestimmt, die durch 

Apoptose spontan zugrunde gingen.  Der Anteil apoptotischer Myozyten an der 

Gesamtzahl der untersuchten Myozyten betrug nach 48h Kultur 0,33±0,12% 

(MW±SD) bei jungen Ratten (n=7) und 1,05±0,35% (MW±SD) bei alten (n=11). 

Zyklische Dehnung steigerte den Anteil apoptotischer Zellen in Ventrikelmyozyten 

aus jungen Ratten signifikant, auf 0,58±0,18% (MW±SD), nahm jedoch keinen 

Einfluss auf die Zahl apoptotischer Ventrikelmyozyten in Zellen aus alten Ratten.   

5.   Für die Bestimmung des Ausmaßes nekrotischen Zelltodes wurden Färbungen zur 

Darstellung der Zellmembranintaktheit mit Propidiumjodid (PJ) und 5-

hexadecanoylaminofluorescein (HEDAF), sowie die Messung der LDH-Aktivität 

eingesetzt. Zyklische mechanische Dehnung ließ den Anteil nekrotischer 

Ventrikelmyozyten bei jungen Ratten unbeeinflusst, steigerte aber den Anteil 

nekrotischer Ventrikelmyozyten bei alten Ratten signifikant.  

6.   In Ventrikelmyozyten alter Ratten wurden nach Dehnung 38,0±6,4% (MW±SD; 

n=9) PJ-markierte (Kontrolle 28,2±6,0%) und 50,0±13,3% (MW±SD; n=9) 

HEDAF-markierte (Kontrolle 34,6±6,5%) Myozyten gefunden.  Die relative LDH-

Aktivität stieg von 5,6±1,2% auf 8,4±3,3% (n=9) nach der Dehnung. 

7.    Bei Ventrikelmyozyten junger Ratten waren 30,7±10,6% (PJ; MW±SD; n=8) 

bzw. 35,7±6,5% (HEDAF; MW±SD; n=8) nach 48h Kultur nekrotisch.  Nach 

Dehnung betrugen die Werte 33,8±12,8% (PJ) bzw. 35,7±7,7% (HEDAF).  Die 

relative LDH-Aktivität betrug 5,6±1,4% bzw. 5,6±1,9%.  Diese Unterschiede 

waren nicht signifikant. Zyklische mechanische Dehnung induziert Zelltod sowohl 
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in Ventrikelmyozyten aus jungen als auch aus alten Ratten. Der Weg in den Zelltod 

ist jedoch unterschiedlich.  Ventrikelmyozyten aus jungen Ratten zeigen 

ausschließlich dehnungsinduzierte Steigerung der Apoptose, Ventrikelmyozyten 

aus alten Ratten ausschließlich dehnungsinduzierte Steigerung des nekrotischen 

Zelltods. 

8. Es wird diskutiert, dass Ventrikelmyozyten aus alten Ratten die Fähigkeit 

verlieren, Signale, die durch mechanischen Stress (zyklische Dehnung) induziert 

werden, mit Apoptose zu beantworten.  Als mögliche Ursachen werden die im 

Alter größere Steifheit des Sarkolemms (größere Anfälligkeit auf Dehnungs-

induzierte Membranschäden mit nachfolgendem Ca2+-Einstrom) sowie eine 

unzureichende ATP-Synthese aufgrund alternsbedingter mitochondrialer 

Dysfunktion diskutiert.  
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8. Thesen 

 

  

 

1.  Verschiedene Studien haben gezeigt, dass der Alterungsprozess von Tier und       

Mensch mit einem Verlust von Kardiomyozyten einhergeht.  Ein Verlust von 

Myozyten trägt zur Verschlechterung der Funktion des Myokards bei, was eine 

folgenschwere Veränderung für den gesamten Organismus darstellt.  Diese 

Arbeit soll einen Beitrag zur Identifizierung der Mechanismen leisten, die zu 

einem altersbedingten Zellverlust führen.  

 

2. Myozyten können über den Weg des nekrotischen und des apoptotischen       

Zelltodes zugrunde gehen.  

  

3.   Verlust von Myozyten führt zu erhöhter Belastung der verbliebenen Zellen. 

 

4.   Spontane Apoptose ist in kultivierten Ventrikelmyozyten alter Ratten in größerem  

      Ausmaß zu finden als in Ventrikelmyozyten junger Ratten. 

 

5.   Zyklische mechanische Dehnung induziert den apoptotischen Zelltod in   

      kultivierten Ventrikelmyozyten aus Herzen junger Ratten. 

 

6.   Dehnungsinduzierter programmierter Zelltod kann in Kulturen von   

      Ventrikelmyozyten alter Ratten nicht gefunden werden. 

 

7.   Das Ausmaß spontanen nekrotischen Zelltodes in kultivierten Ventrikelmyozyten   

      zeigt keine altersabhängigen Unterschiede. 

 

8.   In kultivierten Ventrikelmyozyten aus Herzen alter Ratten induziert mechanische   

      Dehnung nekrotischen Zelltod. 

 

9.   Induktion von nekrotischem Zelltod durch Dehnung findet in kultivierten   

      Ventrikelmyozyten aus Herzen junger Ratten nicht statt.   

 

10.  Zukünftige Untersuchen sollten zeigen, inwieweit die vorliegenden Ergebnisse   
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       unter in vivo Bedingungen und im humanen Myokard relevant sind und welche   

       Mechanismen dem zugrunde liegen. 
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