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Wahrend des Alterungsprozesses des Herzens kommt es zunt Venldyozyten.
Der Stellenwert von Nekrose und Apoptose fur diese Zelluntergéagbisher nicht
geklart. Zellverluste erhéhen die mechanische Belastung darlebenden
Myozyten. Hier wird der Einfluss zyklischer mechanischer DehnufigApoptose
und Nekrose von kultivierten Ventrikelmyozyten mannlicher jun8evi¢nate) und
alter (14-24 Monate) Ratten analysiert. Die isolierten Myozwytarden fir 24h auf
Laminin-beschichteten Bioflex Kulturplatten angeheftet und fodgénd fur 24h
zyklisch (1Hz; 5% Elongation; Bioflex System) gedehnt. Die TUMN®&kthode
diente zur Bestimmung apoptotischen Zelltods. Nach 48h Kutont(olle) 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 apoptotischeytitydei
jungen Ratten signifikant, auf 0,58+0,18%, nahm jedoch keinen Eifuistie Zahl
apoptotischer Myozyten in Zellen aus alten Ratten. Zur ldgetifing nekrotischer
Zellen wurden Farbungen zur Darstellung der Zellmembranintakthéit m
Propidiumjodid (PJ) und 5-hexadecanoylaminofluorescein (HEDAF), salidge
Messung der LDH-Aktivitdt eingesetzt. Dehnung lieR den AnteKrotischer
Myozyten bei jungen Ratten unbeeinflusst, steigerte aber den Awmteibtischer
Myozyten bei alten Ratten signifikant. In Myozyten alter t&atwurden nach
Dehnung 38,0+6,4% (MWzSD; n=9) PJ-markierte (Kontrolle 28,2+6,0%) und
50,0+13,3% HEDAF-markierte (Kontrolle 34,6+6,5%) Myozyten gefundere Di
relative LDH-Aktivitat stieg von 5,6£1,2% auf 8,4+3,3% (n=9) nach ehnung.
Bei Myozyten junger Ratten waren 30,7+10,6% (MW=SD; PJ; n=8) B5W+6,5%
(HEDAF; n=8) nach 48h Kultur nekrotisch. Die relative HiAktivitdt betrug
5,6%1,4%. Die Unterschiede zur gedehnten Gruppe waren nicht lsagnifi
Zyklische mechanische Dehnung kann im Herzen sowohl apoptotischeudhs
nekrotischen Zelltod induzieren. Ventrikelmyozyten aus jungerteRareigen
ausschlief3lich dehnungsinduzierten apoptotischen Zelltod, Myozytenakers
Ratten ausschlie3lich dehnungsinduzierten nekrotischen Zellgodirg diskutiert,
dass Ventrikelmyozyten aus alten Ratten die Fahigkelieven, Signale, die durch
Dehnung induziert werden, mit Apoptose zu beantworten. Als moglickachkn
werden die im Alter groRere Steifheit des Sarkolemms es@irie unzureichende

ATP-Synthese aufgrund alternsbedingter mitochondrialer Dysfunktionleutidis.

Sopart, Antje: Einfluss zyklischer mechanischer Dehnung auf deergang von
adulten Ventrikelmyozyten in Abhangigkeit vom Alter. Hallgniv., Med. Fak.,
Diss., 60 Seiten, 2003
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1. Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Untergang von Herzmuskelzellen: Apoptose und Nekrose

Adulte Herzmuskelzellen (Ventrikelmyozyten) sind termindfedénzierte Zellen,

die sich nicht mehr teilen kénnen. [53, 89, 105] lhr Untergang (Toud) kber den
Verlust kontraktilen Materials zum Versagen der Pumpfunktiondamdit zum Tod

des Menschen fihren. [87, 94] Ein Untergang adulter HerzmuB&alzegird im
Verlauf des Alterns [2, 42, 71, 73, 75] und bei der Entwicklung der Hauffinienz

[70, 86, 89, 103] beobachtet.

Ventrikelmyozyten kénnen Uber zwei Wege untergehen: Uber dermapragerten
Zelltod, die Apoptose, oder Uber den ,ungeordneten” Zelltod, die Nekrose.

Apoptose und Nekrose kdnnen im Herzmuskel bzw. in der Zellkulaichgeitig
vorkommen. [26, 42] Morphologie und Biochemie erlauben, Apoptose und Nekrose

voneinander zu unterscheiden.
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Abb. 1.1. Morphologische Veranderungen bei Nekrose und Apoptose

A. Zellschwellung und Verdickung der Mitochondri& Ruptur von Zellorganellen und

Plasmazellmembran, wahllose Fragmentation der DA Schrumpfen der Zelle,

Kondensation des Chromatins, Kondensation und Featation des Zellkerns, membrane

blebbing, Entstehung apoptotischer Kérpercp
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Wahrend bei nekrotischem Zelltod mit der Schadigung des Sarkgleden
sogenannte ,point of no return” erreicht ist, kann in die apoptaisSignalkaskade
bis zur Aktivierung von Effektorcaspasen auf vielféltiget Aingegriffen und die
Auslosung apoptotischen Zelltodes verhindert werden. Zytolelispoptotische
Veréanderungen sind reversibel soglange der Kern noch funktionell isttakt i

1.1.1. Apoptose: Charakteristika und Signalwege

Bei der Apoptose handelt es sich um einen strukturierten, @ohngigen Prozess,
der durch externe oder interne Signale induziert wird und danach daretisch

festgelegte Informationen ablauft.

Morphologisch ist der apoptotische Zelltod von Kardiomyozyten cheniaiert
durch das Schrumpfen der Zellen, Auflésung von Zellkontakten, Kondmmsatd
Margination des Chromatins, Kondensation und Fragmentation des &s|lker
Bildung von Ausstulpungen und Blaschen an der Zytoplasmamembran (membrane
blebbing) und darauf folgend der Entstehung membranumschlossenerst&ellre
sogenannter apoptotischer Kérperchen, in denen die Zellorganelddteerbleiben.
(Abb. 1.1.) Die Spaltung der DNA erfolgt bei apoptotischem Zelltadakteristisch
zwischen den Nukleosomen, so dass DNA-Fragmente mit einer @odliea. 180
Basenpaaren und deren Vielfache entstehen. Einhergehend mit denebeseinr
Veranderungen ist ein Verlust der Membranasymmetrie. Es kammExposition
von Phosphatidylserin auf der Zelloberflache.

Die entstandenen Zellfragmente werden von umliegenden Zellenst mei
Makrophagen, phagozytiert, ohne dass eine Entziindungsreaktion nachweisb.
Nach der Phagozytose findet eine vollstdndige Degradation der apcimaot
Kdrperchen statt. [44, 65]

Die Ausléser der Signalkaskaden, die zu apoptotischem Zelltbderfji sind
vielfaltig. Mechanische Dehnung [14], Stickstoffmonoxid [84], Isol& und
Reperfusion [103] und reaktive Sauerstoffspezies (ROS) [106] komtgeAusloser
von Apoptose in Kardiomyozyten identifiziert werden. Es sind chieslene
Mechanismen fir die Weiterleitung des apoptotischen Signalsiekdesondere
Bedeutung werden dem Weg Uber Todesrezeptoren oder Death Recegtalsm
mitochondrialen Weg beigemessen. Zentraler Bestandteil der Hpdpo
Signalkaskaden ist die Aktivierung Aspartat-spezifischateRsen, auch Caspasen
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genannt. Sie liegen als Zymogene in der Zelle vor und werdeh guoteolytische
Spaltung aktiviert. lhre Substrate sind Caspasen aatldssowohl zytoplasmatische
als auch nukleare Proteine. Die Spaltung der Substrate fiattich zu den
genannten typischen morphologischen Veranderungen. Die Modulierung der
Kaskade erfolgt Uber intrazellulare Proteine und Enzyme.

Zur Aktivierung der Caspase-Kaskade Uber Todesrezeptorereishtdraktion des
Rezeptor-Ligand-Komplexes mit verschiedenen zytosolischen Pnotedts. [1, 8,

15, 67, 77, 98, 112]

Am Anfang der mitochondrialen Signalkaskade steht die Untdrbrec des
mitochondrialen Transmembranpotentials. [10] Die erhéhte Membrappbilitét
wird durch Permeabilitatstransitions-(PT) Poren verursacB}. Mitglieder der Bcl-

2 Familie, Caspasen und Erhéhung der mitochondridbdmiumkonzentration sind
wichtige Faktoren, die die PT Poren aktivieren kdnnen. [23, 66,Di8]Folge ist,
dass proapoptotische Proteine aus den Mitochondrien freigesatdénve Dazu
gehdren die Caspasen-2 und -9, Cytochrom ¢ und der Apoptosis induciog fact
(AIF). [9, 97, 75] Cytochrom ¢ kann auch unabhangig von Anderungen des
mitochondrialen Transmembranpotentials in das Zytosol freigesetzten. [9, 41,

23]

Cytochrom c ist als Bestandteil der Atmungskette bekannt,t sgdielr auch eine
wichtige Rolle bei der Aktivierung von Caspase-9 im Zytosolto€hrom c¢ und
Procaspase-9 fordern die Bindung von Apaf-1 (Apoptotic protease tadivactor-

1) und ATP. Es entsteht ein Apaf-1-Cytochrom c-Komplex (Apoptosom)gesler
vermag, Procaspase-9 zu rekrutieren und zu aktivieren. [40, 11@& aRlive
Caspase-9 wird aus dem Komplex freigesetzt. [116] Sie wirdli@iAktivierung

von Caspase-3 und -7 bendétigt. Auf die Aktivierung der Caspasdgb die
Aktivierung von Caspase-8 und -10. [97, 116]

Die Wirkung von AIF hingegen ist Caspasen-unabhangig. AIF wiath
Freisetzung aus den Mitochondrien in den Zellkern transloziertvenchag die

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

Bei einem intrazellularen Mangel an ATP ist die Zelle nictgthr in der Lage die
apoptotischen Signalkaskaden vollstandig zu durchlaufen. [96] 8tedgaen auf

dem Weg des nekrotischen Zelltodes zugrunde.



1. Einleitung 4

Zellmembran

' FADD
Procaspase-8

L
DNA-Schidigung

"E_-..ﬁl' -

. _—
c-Flip
:‘/

% Caspase 8§ Zytosol
/ /

Fi rI ﬁ Procaspase-3

Bel-x

P
i 'l ]
{ Apopiosom Cytochrom C
|I I““ f ‘t[ e
| | \ I / "”"IP\:'
| ¥ ‘"’
n a’ A Procaspase-9 -
\\' = \.,\_ Apaf
%+ Caspase-3 S~ B
Substrate il e

Abb. 1.2. Die apoptotischen Signalkaskaden [32]

Die beschriebenen Signaltransduktionswege kénnen Uber unterstiiedine und
Proteine auf verschiedenen Ebenen reguliert werden. [93, 78, 91, 17, 52]

Von besonderer Bedeutung fur die Regulation des mitochondrialen
Signaltransduktionswegs sind die Mitglieder der Bcl-2 FamilDie Bcl-2 Familie
kann aufgrund von funktionellen Kriterien in Proteine mit antiapautoer (Bcl-2,
Bcl-XL) oder proapoptotischer (Bax) Wirkung eingeteilt werden. [47, 66, DE
Mitglieder der beiden Gruppen kénnen Homo- und Heterodimere bildermuflich
ist die Wirkung der Mitglieder der Bcl-2 Familie davon abhangiggviel des
jeweiligen Proteins nicht als Heterodimer vorliegt. [76, 116hs ¥erhaltnis der
verschiedenen Proteine zueinander entscheidet Uber Hemmung odieruRgrvon
apoptotischen Prozessen. [52]

Auch die Transkription der Mitglieder der Bcl-2 Familie sch durch andere
Mitglieder der Familie beeinflusst werden zu kbnnen. So wumdeeonatalen
Rattenkardiomyozyten beobachtet, dass nach Apoptoseinduktion in Anwesenhei
Bcl-2 die Transkription des Bax-Promotors deutlich niedriger ala ohne Bcl-2.
[47]
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Die  Mitglieder der Bcl-2 Familie regulieren die  mitochoatk
Permeabilitatstransition. [66, 23] Induktion von Bax fihrt zur Abnahme des
mitochondrialen Transmembranpotentials und zu apoptotischem Z¢ngjdDabei
wurde auch die Freisetzung proapoptotischer Faktoren z.B. Cytoahrans den
Mitochondrien in das Zytoplasma beobachtet. [79, 41] Dem entsprechgedeésgt
worden, dass Uberexpression von Bcl-2 oder Bcd Freisetzung von Proteinen,
wie Cytochrom c, aus den Mitochondrien verhindern kann. [110, 48, 41]

AuRerdem wird vermutet, dass Bax auch direkt, onne Anderung dehoritiréalen
Membranpermeabilitdt, die Cytochrom c-Freisetzung aus den Mitodbond
induzieren kann. [41]

In direktem Zusammenhang mit Apoptose steht auch das Tumorsuppeespd3.
p53-abhéngige Transkription wird bei verschiedenen Genen beobad¢tgetvurde
berichtet, dass p53 an die Promotorregion von Angiotensinogen, AT 1t®eaad

Bax bindet. [54, 47] Die Bindung von Angiotensin Il an AT1 l6st Apoptose 48s. [
57] Vermutlich kann p53 den apoptotischen Prozess transksptibédngig und
-unabhangig aktivieren. [20]

Weiterhin wird von Cytochrom c-unabhangiger Induktion von Apoptose durch p53-
abhangige Erhthung von reaktiven Sauerstoffspezies und damit Senkung des
mitochondrialen Membranpotentials berichtet. [59] p53 wird durchldgulin-like
Growth Factor-1 (IGF-1) gehemmt. [56] In Anwesenheit von IGF-1ldevum
Tierversuch auch ein Anstieg von antiapoptotischen MitgliedernBdl-2 Familie

und eine Verminderung proapoptotischer Proteine dieser Familie letbdd09]
IGF-1 hemmte die Induktion von Bax und die Aktivierung von Caspase-9] [10
Uberexpression von IGF-1 verhinderte die Aktivierung von Zelltod. [60]

Weitere Kontrollmechanismen der apoptotischen Sighalkaskazbnsaaf der Ebene
der Caspase-Kaskade ein. Es sind verschiedene Molekile bekiangls
Inhibitoren fur Caspasen wirken. Dazu gehdren unter anderem Méplier IAP
(Inhibitor of apoptosis) Familie, wie c-IAP-1 und c-IAP-2. [111, 88]

Auch die Aktivierung von Mitgliedern der Mitogen-aktiviemteProteinkinasen
(MAPK)-Familie kann in Kardiomyozyten zu apoptotischem Zelltéithren.

Zellularer Stress kann bestimmte Mitglieder der MAPKrB& aktivieren. [49, 7, 3]
Extrazellular regulierte Kinase (ERK), c-Jun N-terminal@mase (JNK) und p38-
MAPK werden bei Stress aktiviert. [7, 16] Stress-aktiei@roteinkinasen (SAPK)
sind in Kardiomyozyten an der Entstehung von Apoptose beteiligt. 3]

Aktivierung von JNK bei oxidativem Stress flhrte zu Freisetauomg Cytochrom ¢
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aus den Mitochondrien und zur Auslésung von programmiertem Zelltod183, 1
Die Aktivierung von p38 kann scheinbar ebenso Apoptose induzieren. [113]
Phosphorylierung von p38 MAPK fiihrt aber auch zur Aktivierung von KIAP
aktivierter Proteinkinase 2 (MAPKAPK?2), die dann das ébthockprotein 25/27
(HSP25/27) phosphoryliert. [16] Dies wirkt sich schitzend aag Aktin des
Zytoskeletts aus. [25] ERK Aktivierung fuhrt wahrscheimlauch zu Inhibition von
Apoptose. [112]

1.1.2. Morphologie und Biochemie des nekrotischen Zelltodes

Nekrotischer Zelltod ist ein pathologischer Vorgang, der aldge- von
Gewebsverletzungen, Gifteinwirkung oder Nahrstoffmangel auftreten hrd4]
Anoxie, z.B. nach Koronararterienverschluss, fuhrt durch das Fehlen der
mitochondrialen Energiegewinnung zu ATP-Depletion. [24, 94] Das DefizATP

hat zur Folge, dass die Pumpfunktion der*-K&ATPase und C&ATPase
eingeschrankt und schliel3lich ganz aufgehoben wird. [24] Eine andalt
Uberladung des Zytosols und der Zellorganellen mit hohéii-Kamzentrationen
kann zur Zellschadigung fuhren. Zu den zellschadigenden Mechanighéri die
Veréanderung des Phosphorylierungszustandes von Strukturproteinen aamtl d
einhergehend eine Stérung der zytoskeletalen Stabilitat. [S5n Mlybzyten kommt

es durch anhaltend erhohte fQaauRerdem zu einer Aktivierung des kontraktilen
Apparates. Es entwickelt sich ein Rigor, der die Zellstruktachanisch zerstort.
[85, 30, 80] Bei Schaden der Zellmembran und fehlend&kNATPase-Funktion
kommt es intrazellular zur Ansammlung von lonen und zu osmotiscndtedi
Flussigkeitseinstrom. Die Zelle schwillt an. Es tretenafiarakteristischen Zeichen
von nekrotischem Zelltod auf. [24] Dazu gehéren Kondensation der Ketaiszbs
eine wahllose Fragmentation der DNA durch Endo- und Exonucleasen und die
Ruptur von sowohl Zellorganellen als auch der Plasmazellmembnarch das
ZerreiRen der Plasmazellmembran kommt es zum Austrittzytoplasmatischen

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

ATP-Mangel kann auch durch Aktivierung von Reparaturprozessen nach
Zellschadigung hervorgerufen werden. Poly(ADP-ribose)polyméRaSRP) ist ein
nukledres Enzym, welches durch DNA-Strangbriiche aktiviert wird umadiea
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physiologischen DNA-Reparatur beteiligt ist. [19] Uberaktivey von PARP kann
durch Aufbrauchen von bendtigtem ATP zu nekrotischem Zelltod fuhren. [27, 33]

Es konnte gezeigt werden, dass in Kardiomyozyten neben der Meragellularen
ATPs auch Intensitéat und Dauer eines Reizes Uber den Modus ltlesefgangs
entscheiden konnen. [96, 104] In neonatalen Rattenkardiomyozyten fihrte 24h
Exposition mit NO-Donatoren in Konzentrationen von 10 und 100uM zu
apoptotischem Zelltod. Konzentrationen von 1mM induzierten sowohl Agefatls

auch Nekrose, wobei nach 2h Inkubation apoptotischer Zelltod vorherrsiemach

das Ausmal nekrotischen Zelltods deutlich zunahm. [104]

1.2. Bedeutung des Zelltods fur den Herzmuskel

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

71, 2, 75] und bei verschiedenen Kardiomyopathien [89, 103, 86, 70] beobduhtet.
linken Ventrikel junger Ratten (3 Monate) wurden 0,001% apoptaidviyozyten
identifiziert. Der Anteil nekrotischer Myozyten war 7ha groRer. Bei 24-
monatigen Ratten fand man 0,0086% apoptotische Myozyten. Der Anteil
nekrotischer Myozyten war 16-fach gro3er. [42] Andere Studierchien Uber
apoptotischen Zelltod im Rattenmyokard von zwischen 0,0008 und 2,33%, im
menschlichen Myokard von 0,007%. [82, 54, 55, 89]

Die Angaben (ber das Ausmafll von Zelluntergdngen unter verschiedenen
pathologischen Bedingungen schwanken starker. Ubereinstimmunghhersist
Uber die Verteilung der apoptotischen bzw. nekrotischen Zellen. m Bei
Myokardinfarkt kommt es durch Stérung der Perfusion und ATP-Mangel z
zentralen Nekrosen. Die verdffentlichten Zahlen Uber apogietis Zelltod bei
Myokardinfarkten schwanken zwischen 0,8% und 12% in den direkt amfieht
angrenzenden Regionen, in weiter vom Infarkt entfernten Galegteschen 0 und
1%. [89, 74] Unter den meisten pathologischen Bedingungen ist dasaBudes
nekrotischen Zelltodes deutlich gré3er als das des apoptotischen. [26, 103]

Solche Verluste von Herzmuskelzellen kdnnen nicht durch mitetisbhilung
repariert werden. Kommt es zu einem Verlust von Zellen sthiggtKraft, die
wahrend der Systole pro Flacheneinheit des Wandquerschnitts (Vdandap)
aufgebracht werden muss. Von den verbliebenen Zellen wird giidte Kraft
gefordert. Dies fuhrt zur Hypertrophie der Zellen. [2, 75, 73, 42]
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1.3. Alter und Tod von Herzmuskelzellen

Der Beitrag des Alterns fir die Entstehung myokardialer ydfonen wird
vornehmlich auf den Verlust von kontraktilen Ventrikelmyozyteyst@ische
Dysfunktion) und auf eine erhohte Steifigkeit des Herzens durbhodterung
(diastolische Dysfunktion) zurtickgefuhrt. [11, 42, 71, 73, 2, 75]

Der Verlust von Kardiomyozyten bei zunehmendem Alter wurdeenschiedenen
Studien bei Mensch und Tier beschrieben. [42, 71, 73, 2, 75] Bei Ratiee w
zwischen einer Gruppe von 10-12-monatigen und einer Gruppe von 19-21-rapnatig
Tieren ein Verlust von 18% der Myozyten des linken Ventrikels bduba [2] Im
humanen Myokard wurde ein Verlust von 52 Millionen Myozytenzellkernen [73]
bzw. 64 Millionen Zellen pro Jahr [75] beobachtet. In beiden Studiar das
gesamte Herz vom Zellverlust betroffen. Sowohl im Rati@kard als auch im
menschlichen Myokard ging der Zellverlust mit einer ausgepndgypertrophie der
verbliebenen Zellen einher. [2, 75, 73] In Rattenherzen wurde gezedgt,dda
altersbedingte Verlust von Myozyten durch nekrotischen und apopieriscelltod
verursacht wurde. Folgen des Verlustes von Myozyten und der Hypeetrdpr
verbliebenen Zellen war in dieser Studie das Auftreten \eiédirer Dysfunktionen.
[42]

Die existierenden Theorien fir die Entstehung des Alterns @anismen sind
vielfaltig. Ubereinstimmung herrscht dartiber, dass Altern fakttiriell verursacht
wird. [69] Es sind verschiedene Verdnderungen im Verlauf desulijsprozesses
zu beobachten, die Ursache fir einen altersbedingten Zellverlustk&enen.
Besondere Bedeutung wird dabei der verdnderten Funktion der Mito@omehd
der Wirkung von oxidativem Stress beigemessen. [31, 29]

Mit zunehmendem Alter steigt die Produktion von Oxidantien in Kangiozyten.
[30] Oxidativer Stress kann Zelluntergénge direkt induniefE06] Exposition mit
Oxidantien kann auf3erdem zu Schaden der mitochondrialen DNA (mtEXAN.
Durch das Fehlen von Histonen und die N&he zu den Produktionsstiit&OS ist
die mtDNA fiir Schaden durch chronische Exposition mit Oxidantien besonder
gefahrdet. [34, 72, 13] Als Folge kann es zu Dysfunktionen der Mitodleondr
kommen, die wiederum zu einer erhéhten Produktion von ROS f(jR2&n29, 28]
Die erhohte Produktion von Oxidantien ist Folge von altersbedidgtderungen im
Ablauf der oxidativen Phosphorylierung. Mit zunehmendem Alter versuiae
sich die energetische Kopplung von Elektronentransportkette uneSiitPese. Es
kommt zu erhohter Produktion von Oxidantien und BeeintrachtigungAdé-
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Synthese. [28, 29] Zusatzlich wird vermutet, dass es mit zumeleme Alter zu
Aktivitatsminderungen der, an der mitochondrialen Atmungsketteeillyten
Proteinkomplexe kommt. Angaben in der Literatur diesbeziglich gddch
widerspruchlich. [67, 102, 31]

Mit zunehmendem Alter werden Veranderungen in der Konzentrationhiedeoer,
mit dem Zelltod assoziierter, Proteine beobachtet. Gefundedewaine Erhéhung
der zytosolischen Cytochrom ¢ Konzentration und eine Verminderung der
Konzentration von antiapoptotischem Bcl-2. [82] Die Konzentration von
proapoptotischem Bax zeigt keine altersbedingten Veranderurg@n. Es liegen
auch Untersuchungen vor, die keine altersbedingte Veranderung des&®prund
Verteilung von Bcl-2 finden konnten. [71] Trotzdem ist nicht auszusfgbh, dass
Veranderungen der Konzentration von Mitgliedern der Bcl-2 Famitidiegen.
Altersabhdngige Reaktionen anderer, den apoptotischen Prozelssreeger Gene,
konnten nach hamodynamischer Entlastung des Myokards bei Patigriten
Herzversagen gezeigt werden. Mit abnehmendem Patientenalter deiben die
Expression der antiapoptotischen Gene hlAP-1, hlAP-2 und FLIP Baithstung
zu. [92]

Weiterhin wurde gezeigt, dass die Expression von AT1 und AT2 mit zieretem
Alter steigt. Hier wird vermutet, dass die Expression vonl AHolge von
hamodynamischen Veranderungen sein konnte. [34] Andere Studiem zsige
Erh6hung der diastolischen bzw. Senkung der systolischen Kalzium-itostien in
Abhangigkeit vom Alter. [71]

Weitere Faktoren, die als Ursache altersbedingter Verédnden in Erwagung
gezogen wurden, zeigten keine Anderungen in Abhangigkeit vom AlRazu
gehoren die Konzentration von p53, Bax, die Aktivitat von Apaf-1 und Casbpas
sowie der intrazellulare pH-Wert und die pH-abhangige DNase Il. [82, 71]

Neben den beschriebenen Verdnderungen ist eine alters- aber auch
ernahrungsabhangige Verénderung der Lipidzusammensetzung der
Mitochondrienmembran und damit einhergehend eine Verminderung der Fluidita
derselben beschrieben worden. [50] Eine ahnliche Veranderung de
Lipidzusammensetzung ist auch an der Plasmazellmembran zu beobadber

Anteil ungesattigter Fettsauren sinkt, die Rigiditat der Membnramiizu. [63]
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1.4. Mechanische Dehnung und Tod von Herzmuskelzellen

Bekannt ist, dass mechanische Dehnung apoptotischen Zelltod medukén. Bei

in vitro Untersuchungen an Ventrikelmyozyten von 3 Monate alteteRavurde
nach einer 24-stiindigen Dehnung (9%) ein 7,6-facher Anstieg der Apauibse
17,6£4% beobachtet. Die ungedehnte Kontrollgruppe wies 2,33+0,55% auf. [54]
Untersuchungen an Kardiomyozyten neonataler Ratten zeigte rein&tibn von
Apoptose nur bei Dehnung mit hoher (25%) nicht aber bei Dehnungieditiger

(5%) Amplitude. [83] Bei Uberdehnung von Papillarmuskeln wurden apaogetis
Zelluntergénge einhergehend mit einer Verschlechterung der nisem Leistung
beobachtet. [14]

Die Mechanismen, die zu dehnungsinduziertem Zelltod fuhren, sind noch nicht
vollstandig geklart. Bekannt ist, dass mechanische Dehnung diesEign von
Genen und die Synthese von Proteinen induziert, Proteinkinasen aktineerzu
einer Erhéhung der Produktion von Sauerstoffradikalen fuhrt. [14, 54, 83]
Mechanische Dehnung &ndert auch die elektrophysiologischen Gegeberiest
Herzens. Ursache dieses als mechano-elektrische Koppluagritek Systems sind
dehnungsaktivierte Kanéle (stretch-activated channels, SA@sghanische Stimuli
modulieren lonenstrome. In Ventrikelmyozyten wurde ein dehnungsinaduziert
lonenstrom durch nichtselektive Kationenkanéle beobachtet. Emtkam einer
dehnungsinduzierten Steigerung der intrazelluldrefr Nad C4&'-Konzentration.

[36, 114]

Bei Uberlastung des Myokards ist weiterhin gezeigt wordens d@®ptotische
Prozesse durch Stress-empfindliche Signalvermittlungswegeeléassgwerden
kénnen. Mechanische = Dehnung kann in  kultivierten  neonatalen
Rattenkardiomyozyten SAPK/JNK aktivieren. Die Aktivierungrvyproportional zur
Dehnung und unabhangig von der Sekretion von Angiotensin Il, ging jedoch mit

einer erhdhten Aktivitat des Transkriptionsfaktors AP-1 einher. [49]

Wahrend verschiedene Studien Uber dehnungsinduzierte Apoptose vorisaud
Veroffentlichungen tber nekrotischen Zelltod als Folge von mestiagr Dehnung

nicht vorhanden.
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2. Zielstellung

Wahrend des Alterungsprozesses des Herzens bei Menschen und dienands zu
einem Verlust von Myozyten. [42, 73] Der Stellenwert des nisktmtn und
apoptotischen Weges fir diese Zellverluste war bisher gekitirt. Die vorgelegte
Arbeit soll helfen, diese Frage zu beantworten.

Zelluntergang im Alter erhdht die mechanische Belastung derletieeden
Myozyten. [87, 94] Bekannt war, dass mechanische Dehnung in Kamiigten
von Ratten Apoptose induzieren kann. [14, 54] Deshalb wird hier odluds
mechanischer Dehnung auf Apoptose und Nekrose an Myozyten aus jungen und alten
Ratten analysiert.

Da kardio-vaskulare Erkrankungen die haufigsten TodesursachenhMginschen
darstellen [87], sollten die erhofften Ergebnisse dieser Aridedr mechanisch-
induzierte Apoptose und Nekrose in Abhangigkeit vom Alter zur bBiesgforschung
beitragen.
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3. Material und Methoden

3.1. Tiere

Far die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit wurden Vehtrjkezyten aus
Herzen alter und junger Ratten verwendet. Es wurden nur MyozyterHerzen
mannlicher Tiere untersucht, um geschlechtsbedingte EinfligsschdielRen zu
kdnnen. [26] Bei den jungen Tieren handelte es sich um Wistar-Hannogeden
alten Tieren sowohl um Wistar-Hannover- als auch Wistar-KyeatibeR. Die
Ergebnisse der beiden Gruppen der alten Tiere wurden zusaniasstgea sich fur
die durchgefuhrten Experimente keine Unterschiede ergaben. Wahi@nd s
Tibialange, Korper- und Herzgewicht mit zunehmendem Alter sigmt erhohten,
blieb das Verhéltnis von Herzgewicht zu Koérpergewicht unveréindes lag keine

altersbedingte Entwicklung einer Herzhypertrophie vor.

Jung (3 Mon.) Alt (14-24 Mon.)
Tibialange 40,0+1,4mm 45,3+3,0mm *
Kdrpergewicht 3424349 466+89g **
Herzgewicht 1,540,2¢g 2,0+0,2g **
Herzgewicht (mg)/ 4,5+0,7 4,4+1.0
Korpergewicht (g)

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

Tab. 3.1. Tibialangen, Herz- und Kdrpergewichte der untersuchten Altersgruppen

3.2. Isolation und Kultur der Myozyten

Die Ventrikelmyozyten wurden aus Herzen alter und junger Rdtiech retrograde
Perfusion mit kollagenasehaltiger Géreier Tyrode-Lésung (Tyrode: 150mM NaCl,
5,4mM KCI, 1,2mM MgC¢, 20mM Glucose, 5mM HEPES; pH 7,4; 37°C) isoliert.
Nach der Perfusion wurden die Zellen fir 2-3h in kaltem KB-Medit@mM KOH,
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40mM KCI, 50mM L-Glutaminsaure, 20mM Taurin, 20mM &4, 3mM MgCk,
10mM Glucose, 5mM Na-Pyruvat, 0,5mM EGTA, titriert mit KOH qHl 7,4)
inkubiert. [38] Von den abgesetzten Zellen wurde dann der Uberstaednéeniie
Zellen wurden in das Zellkulturmedium M199 (Earle’s salts), d&%
Penicillin/Streptomycin  (Sigma), 10ug/ml  Amikacin (Sigma) und 16g/
Amphotericin B enthielt, resuspendiert und auf mit 20pug/ml Lamb@schichtete
Kulturschalen Uberfihrt. Zu diesem Zeitpunkt wiesen Uber 60% elenZeine
intakte Zellmembran auf. (Abb. 4.1.) Zum Anheften wurden die Myoziiie 24h
mit dem Zellkulturmedium im Brutschrank (5% €@7°C) kultiviert. Nach 24h
erfolgte ein Mediumwechsel. Dabei wurden nicht angeteeftete Zellen und
Zellfragmente entfernt. Die nach dem Mediumwechsel besgnzialidichte betrug
bei Kulturen von Kardiomyozyten junger Ratten 44+12 Zellen/mm? undhlbemn
Ratten 24+12 Zellen/mmz2.

3.3. Dehnungsapparatur

Die Flexercell Strain Unit (Flexercell Corp., Mc Keesporf) Rermdglicht es,
Zellen, die auf einer flexiblen Oberflache haften, unter Verweneumes Vakuums
rhythmisch und gleichférmig zu deformieren.

Dazu werden die Zellen zunachst auf den Bioflex Kulturplatteiviert. Es handelt

sich dabei um spezielle Kulturplatten, deren Bo6den aus elastischen
Silikonmembranen bestehen. Fir die Dehnung werden die Kulturplatieinen
Inkubator (5% C®, 37°C) eingebracht und dort in einen Dichtungsring eingesetzt.
Bis auf einen schmalen freien Rand befindet sich die flexiblmian dabei tGber
einem kreisformigen, planen Tragerblock. Wird ein Vakuum udégr Membran
erzeugt, kommt es zu einer starken Auslenkung des freien Rdedddembran.

Dies fuhrt zu einer in alle Richtungen gleichmaRige und isotrogleniing des
zentralen Anteils der Membran und der darauf haftenden Zellen déer
Tragerblock. Wird das Vakuum aufgehoben, begibt sich die feexibémbran
zuriick in den Ausgangszustand. (Abb. 3.2.) Dauer, Frequenz und Amplitude der
Dehnung kdnnen per Computer modifiziert werden. Die Dehnungspardptem

im Verlauf der Dehnung am Monitor verfolgt werden.

Bei den Experimenten der vorliegenden Arbeit erfolgte die gghké mechanische
Dehnung der Ventrikelmyozyten in einer Flexercell-Dehnungsappangitueiner

Frequenz von 1Hz und einer Amplitude von 5% fir 24h. Der Randbereich der
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Membran, in dem es zu keiner gleichférmigen Dehnung der Membramtamarde
nicht zur Auswertung herangezogen.

Abb. 3.1. Schematische Darstellung der verwendeten Flexercell Strain Unit

seitenansichi Ansichivon ohen

| 7] Bioflex
Kultur- Ruhe

platte

Trigerblock

flexihle Memhran

Dichiungsring

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-Trarsferas
vermitteltes Markieren von DNA-Strangbriichen mit dUTP (Tieain
Deoxynucleotidyl-Transferase mediated dUTP Nick End Labeling, TUNEL)

Zellkerne apoptotischer Myozyten in Zellkulturen kénnen durch Newchweis

typischer DNA-Strangbriiche identifiziert werden. Dabei werdeDFB-Enden der

degradierten DNA mit Fluorescein-gekoppeltem dUTP markieres®iReaktion
wird durch die terminale Desoxynukleotidyl-Transferase kalysEs folgt die

Inkubation mit Anti-Fluorescein-Antikdrpern, welche mit alkalisc Phosphatase
konjugiert sind. Nach der Reaktion mit Fast Red, welches albst@t fur die

alkalische Phosphatase eingesetzt wird, erfolgt die Anaydechtmikroskop. Die

apoptotischen Myozyten weisen einen deutlich rot gefarbten Kern auf.

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

Boehringer Mannheim) verwendet.

3.4.1. Fixierung und Permeabilisierung

Nach 24 und 48h Kultur bzw. 24h Kultur mit darauf folgender 24-stiindigerubghn
wurden die, auf den mit Laminin beschichteten Oberflachen anhaftenden,
Kardiomyozyten zunéchst mit Paraformaldehyd (4% in phosphatgepufferte
Kochsalzlésung = PBS; pH 7,4) im Kihlschrank Uber Nacht fixiegtwsirden dann

2x for 10min mit Glycinlésung und 1x fur 10min mit PBS gespilt. Die
Permeabilisierung erfolgte mit 1% Triton X100 fir 2h bei Raumteaipe Die

Proben wurden dann 3x flir 5min mit PBS gespult und am Rand getrocknet.

3.4.2. TUNEL-Reaktion

Fir die TUNEL-Reaktion wurde nach Vorschrift des Herstellers degeifahren.
Die fixierten und permeabilisierten Zellen wurden mit 50ul TWNE&action mixture
(Terminale Desoxynukleotidyl-Transferase und Nukleotid-Mixtuw) 3h bei 37°C
bedeckt und danach 3x fir 5min in PBS gespllt. Fir die KonvertierungglessS
wurden 50ul Converter AP (Anti-Fluorescein-Antikorper, Fab Fragmemt Schaf,
konjugiert mit alkalischer Phospatase) fur 1,5h bei 37°C hinédggeDie Proben
wurden dann wieder fir 3x 5min in PBS gespult und mit je 50ul diest&tlésung
(Fast Red) fur 30min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wungeitemit PBS
gespuilt.
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3.4.3. Negativ- und Positivkontrolle

a) Fur die Negativkontrolle wurde keine terminale Desoxynukleotidyl-
Transferase hinzugegeben, ansonsten aber wie oben verfahren.

b) Bei der Positivkontrolle wurden die permeabilisieZefien fir 10min bei
Raumtemperatur mit DNase | (in 50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1mg/mABikubiert.

Das Ubrige 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 zufallig ausgewahlten Arealen 1¢em?2) pro
Experiment. In allen Arealen wurden die Gesamtzahl deeZelhd die Zahl der
markierten Zellen mit Hilfe eines Lichtmikroskops bei 100kfEcT Vergréfierung
bestimmt. Die in den Einzelflachen gefundene Gesamtzellzahl iendadhl der
markierten Zellen wurden jeweils addiert. Fur jedes Experimeirde der Antell
markierter Zellen an der Gesamtzellzahl in Prozent egihittAus den Ergebnissen
der einzelnen Experimente wurde der Mittelwert errechnet. Al¥igabe der

Ergebnisse erfolgt als Mittelwert mit Standardabweichung.

Abbildung 3.3. zeigt Ventrikelmyozyten nach dUTP Nick End LabeliNgr Zellen
mit eindeutig rot gefarbten Kernen wurden als apoptotische rZeiezahit.

Identifikation von Myozyten erfolgte anhand der Morphologie.

Abb. 3.3. (S.17) A Darstellung markierter Zellen bei 100-facher Vergré3erung
(Positivkontrolle)
B apoptotische und nekrotische Ventrikelmyozyten nach dUTP
Nick End Labeling (400-fache Vergrof3erung)
C apoptotische und intakte Ventrikelmyozyten nach dUTP Nick
End Labeling (400-fache Vergroéf3erung)
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Abb. 3.3.

17
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3.5. Nachweis von Nekrose durch Kernfarbung mit Propidiumjodid (PJ)

Propidiumjodid (Molecular Probes) bindet an das Chromatin, indembregwischen
die Basen der DNA einlagert. Durch eine intakte Zytoplasmdmremkann der
Farbstoff nicht permeieren und ist so zum Nachweis von nekuetisZellen, die
durch geschadigte Membranen gekennzeichnet sind, geeignet.

Die Analyse erfolgt im Fluoreszenzmikroskop.

3.5.1. Protokoll zur Farbung mit Propidiumjodid

Die Zellen wurden auf den mit Laminin beschichteten Membréine84h und 48h
kultiviert bzw. flr 24h kultiviert und dann fir 24h gedehnt. Nach detfeEhen des
Mediums und zweimaligem Spulen mit PBS, wurde die Membran ausioiexB
Kulturplatte herausgeschnitten. Dabei befand sich die Bioflex Klditie in PBS.
Die herausgetrennte Membran wurde in eine Kulturschale tgeled) vor Licht
geschitzt bei Raumtemperatur mit 1,5mM PJ in PBS inkubiert.ch N®min
Inkubation erfolgte die Analyse im Fluoreszenzmikroskop.

Es wurden Kardiomyozytenkulturen aus Herzen 8 junger und 9 ak#ierR
untersucht. Die Auswertung fand bei 200-facher VergroRerung Bhattdie Kerne
der nekrotischen Zellen waren deutlich rot gefarbt. Die ewsgete Flache betrug
mindestens 100mm?2 pro Experiment. Dabei wurden 125 zufallig ausgewahl
Einzelflachen mit einer Gro3e von 0,8mm? betrachtet. Fir jexigsrifnent wurde,
aus den Summen der, in den Einzelflachen bestimmten Gesamtzetidadier Zahl
der markierten Zellen, der prozentuale Anteil der mamie#Zellen bestimmt. Im
Ergebnisteil ist der Mittelwert aus den einzelnen Experinmentmit

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 Fluoreszemoskop
wahrend der Analyse erschienen. Fur die Abbildungen B und D wwdgctivelle

der Fluoreszenzintensitat herabgesetzt, um die gesaméesiditbar 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 nekrotisBle Zellkerne sind

deutlich rot gefarbt.
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intakte Zelle
A
B
nekrotische Zellen
C
D

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

mindtiger Inkubation mit PJ

19
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3.6. Nachweis von Nekrose durch Ausschlussfarbung mit 5-hexadecanoyl-

aminofluorescein (HEDAF)

Der Fluoreszenzfarbstoff HEDAF (Molecular Probes) wirddia Membranen von
Zellen integriert. In intakten Zellen stellt die Zellmembreine Barriere dar und nur
die Zellmembran wird von HEDAF markiert. Liegt aber einehd&ligung der
Zellmembran vor, diffundiert der Farbstoff durch diese Schadigungdas
Zytoplasma, und markiert auch intrazellulare Membranen. Im FluoresZzenzkap

erfolgt die Identifizierung von intakten und nekrotischen Zellen.

3.6.1. Protokoll zur Farbung 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 gespllt. Die Mamneor wurden

aus den Bioflex Kulturplatten herausgetrennt und in eineukadhale gelegt. Dort
erfolgte die Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur fir 10mirbmiil HEDAF

in PBS. Die Analyse erfolgte unverziiglich im Fluoreszenmmsikop bei 200-facher
VergroBerung. Die ausgewertete Flache betrug 100mm?2 pro Experinbiase
Flache ergab sich aus 125 betrachteten Einzelflachen mit @&e von 0,8mma2.

In den Einzelflichen wurden jeweils die Gesamtzellzahl undzdld markierter
Zellen bestimmt. Die einzelnen Gesamtzellzahlen und die Zatde markierten
Zellen wurden addiert und flr jedes Experiment der prozentAaleil der
markierten Zellen an der Gesamtzellzahl errechnet. Aus dgebliissen der

einzelnen Experimente wurde der Mittelwert gebildet. (Abb. 3.5. S.21)
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nekrotische Zelle

intakte Zelle

Abb. 3.5. Nekrotische und intakte Zelle nach 10-minutiger Inkubation mit HEDAF

3.7. Nachweis von Nekrose durch Bestimmung der Lactat-Dehydrogériaidg-
Aktivitat im Uberstand

Die im Verlauf der Nekrose eintretende Zerstérung depplgsmamembran fuhrt
zur Freisetzung zytoplasmatischer Bestandteile. Auf diesseWgelangen auch
zytoplasmatische Enzyme in das Zellkulturmedium. Die meistesediEnzyme
werden schnell degradiert. Die Lactat-Dehydrogenase isrdadgs auch
extrazellular stabil und bleibt aktiv. Sie kann deshalb zumhWNeis einer
Kontinuitatsunterbrechung der Zytoplasmamembran genutzt werden.
Lactat-Dehydrogenase katalysiert die Reduktion von Pyruvat axtat. Dabei
entsteht durch Oxidation von NADH eine &quimolare Menge vonDNA
Photometrisch kann die Konzentrationsanderung von NADH erfasst weiien.
Anderung der Absorption bei einer Wellenlange von 340nm ist direidoptional
zur LDH-Aktivitat in der Probe.

Hier wurde die Aktivitat der LDH, die aus Kardiomyozyten jangind alter Ratten

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

21
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3.7.1. Durchfihrung

Nach 24 und 48h Kultur bzw. 24h Kultur mit folgender 24-stiindiger Dehnundewv
zunachst mit Hilfe eines Lichtmikroskops (100-fache VergroRéruwie
Gesamtzellzahl ermittelt, danach die LDH-Aktivitat imldedium gemessen. Dann
wurde das Medium entfernt, die Zellen mit PBS gespult. Um diangtes LDH-
Aktivitat in den Myozyten bestimmen zu kdnnen, wurden die Probethfimit einer
1% Triton X100 Losung inkubiert.

Die bestimmten Aktivitdten wurden jeweils auf die Zellzhblechnet. Die LDH-
Aktivitat wird hier als relative LDH-Aktivitat angetpen. Diese ist definiert als
LDH-Aktivitat im Zellmedium geteilt durch die Summe von HBAktivitat im
Zellmedium und LDH-Aktivitat in den Zellen.

Alle Ergebnisse werden als MittelwerttStandardabweichungegeizen.  Die
statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Studetifest bzw. der ANOVA-
Methode mit Bonferroni t-Test. Ein Wert von p<0,05 wurde als stitsth

signifikant angesehen.
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4. Ergebnisse

Um Art und Ausmald dehnungsinduzierten Untergangs von Ventrikelmyozyten
bestimmen zu kénnen, wurde die Zahl intakter und apoptotischer bzw.iselkeot
Zellen nach 24 und 48h Kultur und nach 24h Kultur mit darauf folgender 24
stiindiger Dehnung bestimmt.

Untersucht wurden Zellkulturen von Ventrikelmyozyten junger und Risdten. Um
zwischen Zellen mit intakter und beschadigter Zellmembran scfteiden zu
kénnen, wurden Farbungen mit HEDAF und PJ eingesetzt. Die #tdkir Zellen

lag zum Zeitpunkt der Aussaat bei Myozyten junger Ratten bet®7,2% und bei
Myozyten alter Ratten bei 61,2+7,3%. Dieser Unterschi¢dstatistisch nicht

signifikant.
Myozyten junger Myozyten alter
Ratten (n=8) Ratten (n=9)
Anteil HEDAF-
markierter Zellen 34,2411,0% 38,6+7,0%
Anteil PJ-markierter
Zellen 31,149,7% 38,918,0%
Anteil von Zellen mit
intakter Zellmembran 67,4+10,2% 61,2+7,3%

Abb. 4.1. Qualitat der Zellpraparation zum Zeitpunkt der Aussaat

Die Zahl der, auf den Kulturflachen anhaftenden, Myozyten wajubgen Ratten
signifikant hoher als bei alten Ratten. Die Zelldichtehn2dh Kultur betrug bei
jungen Ratten 44+12ellen pro mm?2 und bei alten Ratten 24+8* Zellen pro mm?

(* p<0,01).

Zu den unterschiedlichen Zeitpunkten der Messungen blieb die Geddhnder
Zellen in den jeweiligen Kulturen unverandert. (Abb. 4.2.)
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24h Kultur 48h Kultur 24h Kultur ung
24h Dehnung

Zellzahl (Mittelwert
+ Standardabweichufg

1. inmitPJ

behandelten Kulturen 4414 4301 4362
junger Ratten +1240 +1317 +2666
2. in mit HEDAF 4452 4264 4124
behandelten Kulturen 1127 +1185 +2059

junger Ratten

3. inmitPJ

behandelten Kulturen 2367 2462 2367
alter Ratten +921 +807 +477
4. in mit HEDAF 2403 2473 2250
behandelten Kulturen 793 +595 +606

alter Ratten

Abb. 4.2. Durchschnittliche Gesamtzahl der untersuchten MyozytezirerfFlache
von 100mmz2 zu den unterschiedlichen Messzeitpunkten

4.1. Spontaner nekrotischer Zelltod von kultivierten Kardiomyozyten

Der spontane nekrotische Zelltod wurde in Ventrikelmyozyten aushiéalter und
8 junger Ratten untersucht. Die Zahl intakter und zugrunde gegangener Zetlen wur

nach 24h und 48h Kultur ermittelt. Die Zellen wurden dabei nicht gedehnt.
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Die Farbung mit PJ ergab nach 24h Kultur einen Anteil nekrotiddiyerzyten von
24,6+5,5% in Kulturen junger Ratten bzw. 19,4+5,5% in Kulturen altéieRaDer
nach 48h Kultur bestimmte Anteil nekrotischer Zellen war in Kulturen von Mgozy
alter Ratten signifikant hoher (28,2+6,0%) als nach 24h (p<0,014KuHturen von
Zellen junger Ratten ergab sich kein Unterschied (30,7+10,6%db.4A10.1. bzw.
4.10.2)

Zwischen Kulturen von Kardiomyozyten aus jungen und alten Rattembestaler
nach 24h noch nach 48h Kultur ein signifikanter Unterschied in der WAnza
nekrotischer Myozyten. (Abb.4.3. bzw. Abb.4.4.)

Jung Al

Abb. 4.3. Anteil nekrotischer Myozyten an der Gesamtzahl der surigien
Kardiomyozyten aus jungen und alten Ratten in % nach 24h Kultur bestioroh

PJ-Farbung
Jurg . AR

Abb. 4.4. Anteil nekrotischer Myozyten an der Gesamtzahl der surigien
Kardiomyozyten aus jungen und alten Ratten in % nach 48h Kultur bestioroh
PJ-Farbung
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Durch Farbung mit HEDAF wurden nach 24h Kultur 31,7+8,7% nekrotischenZelle
in Kulturen von Myozyten junger Ratten und 27,3+6,9% nekrotischieziten in
Kulturen von Myozyten alter Ratten gefunden. (Abb. 4.5.) Es esgdibkein
Unterschied zwischen fur 24h und 48h kultivierten Zellen. (Abb. 4.11.144d2.)
Nach 48h wurden 35,71£6,5% (jung) bzw. 34,6+6,5% (alt) nekrotische Zellen
identifiziert. (Abb. 4.6.) Der Unterschied zwischen Kulturen voyokten junger

und alter Ratten war weder nach 24h noch nach 48h statistisch signifikant.
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Abb. 4.5. Anteil nekrotischer Myozyten an der Gesamtzahl der untersuchten

Kardiomyozyten aus jungen und alten Ratten in % nach 24h Kultur bestmmaer
Hilfe von HEDAF
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Abb. 4.6. Anteil nekrotischer Myozyten an der Gesamtzahl der untersuchten

Kardiomyozyten aus jungen und alten Ratten in % nach 48h Kultur bestmmaer
Hilfe von HEDAF
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Die LDH-Aktivitat wurde in Kardiomyozyten 6 junger und 9 alRatten bestimmt.
Hier dargestellt ist die relative LDH-Aktivitat nach 48Die relative LDH-Aktivitat
betrug in Myozyten aus jungen Ratten 5,6+1,4% und 5,6+1,2% in Myozy&m alt
Ratten. (Abb. 4.7.) Dieser Unterschied ist statistisch nicht dignifi

7 4

relative LDH- Aktivitat (%)

Jung Alt

Abb. 4.7. Relativd.DH-Aktivitdt bestimmt nach 48h Kultur von Myozyten aus
Herzen junger und alter Ratten

Die nach 24h Kultur bestimmte relative LDH-Aktivitat iatKulturen von Myozyten

alter Ratten (17,7+5,1%) und auch in Kulturen junger Ratten (16,0}4ig¥fikant
hoher als nach 48h Kultur. (Abb. 4.12.1. bzw. 4.12.2.) Bei der Bestimmung des
Ausmalfles nekrotischen Zelltodes mit Hilfe der PJ- und HEDABURg zeigte sich

ein anderes Ergebnis.

Ursache dafir ist, dass die Messung der LDH-Aktivitat Ulmerstand nach 24h
Kultur erfolgte. In dem Uberstand befanden sich noch nicht angehéden und

Zellfragmente. Gemessen wurde die LDH-Aktivitat aller nekehts Zellen.

Mit keiner der Methoden konnten signifikante altersabhangigersktiiede in dem

Anteil der Kardiomyozyten gefunden werden, die nach 24h und 48h Kptintaser
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 24turKul
0,3810,09% apoptotische Zellen identifiziert, in Kulturen altettd®al,24+0,44%.
Innerhalb einer Altersgruppe veranderte sich der relative ilAaf@optotischer
Myozyten zwischen 24 und 48h Kultur nicht.

Nach 48h Kultur wurden 0,33+0,12% apoptotische Zellen bei Ventrikelrsoaus
jungen Ratten und 1,05+0,35% apoptotische Zellen bei Myozyten aus Riittten
gefunden. (Abb. 4.9.) Der Vergleich zwischen den Kulturen von Vehtnkeyten

aus Herzen alter und junger Ratten zeigt, dass der Anteipdptaiischen Myozyten
sowohl nach 24h als auch nach 48h Kultur in Kulturen aus Kardioytsto alter

Ratten signifikant gro3er war.

181 p<0,0001
16

1,41
1,2

0,2
0.6

i
I

2

0.2

relativer Anteil apop. Zellen (%0)

Jung Alt

Abb. 4.8. Anteil apoptotischer Myozyten an der Gesamtzahl dersuchten
Kardiomyozyten alter und junger Ratten in % nach 24h Kultur bestidurch
TUNEL
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1,8 1

<0,0001
1,6 1 d
1,41

1,2

0,2 -
0,6 A
0,4
0,2 A

relativer Anteil apop. Zellen (%9)

Tung Alt

Abb. 4.9. Anteil apoptotischer Myozyten an der Gesamtzahl dersuchten
Kardiomyozyten alter und junger Ratten in % nach 48h Kultur bedtidurch
TUNEL

4.3. Einfluss zyklischer mechanischer Dehnung auf den nekrotischen Zelltod

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

Die fur 48h kultivierten Myozyten dienten als Kontrollgruppe.i Bealturen von
Ventrikelmyozyten junger Ratten wies die Kontrollgruppe 30076% nekrotische
Zellen auf. Nach 24h Kultur mit darauf folgender 24-stindiger Dehnuggenv
33,8+£12,8% der Myozyten der jungen Tiere mit PJ markiert. Diestartthied war

nicht signifikant.

In den untersuchten Kulturen der Myozyten alter Ratten waren ikatérollgruppe
28,21+6,0% der Myozyten nekrotisch. In der gedehnten Gruppe fand man einen
signifikanten Anstieg des Anteils nekrotischer Zellen auf 38,0+6,4%,(06).

Die Farbung mit PJ zeigte, dass zyklische mechanische Dehnukgitivierten
Kardiomyozyten junger Ratten keinen Einfluss auf das Ausmald retreti

Zelltods hat, in Myozyten alter Ratten dieses jedoch signifikant gestéisst.



4. Ergebnisse 30
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2dh Eultur  48h Euliur  24h Kultur und
24h Dehnung
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Abb. 4.10.1. Darstellung des Anteils nekrotischer Myozyten an demtzasdad der
Myozyten aus jungen (n=8) Ratten bestimmt diRobpidiumjodid -Farbung
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24h Kultur  48h Kultur  24h Kultur und
24h Dehnung
Abb. 4.10.2. Darstellung des Anteils nekrotischer Myozyten an demtzasda der
Myozyten aus alten Ratten (n=9) bestimmt ducbpidiumjodid -Farbung

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

Nach Dehnung wurden in den Kulturen von Myozyten junger Tiere 35,7+7,7%
nekrotische Zellen identifiziert, in der Kontrollgruppe (48h Kylts$,7+6,5%. Der
Unterschied zwischen beiden Gruppen war nicht signifikant.

Bei Myozyten alter Ratten zeigte sich hingegen ein sigaifiédr dehnungsinduzierter
Anstieg von nekrotischen Zellen von 34,6+6,5% auf 50,0+13,3% (p<0,008).
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Ahnlich den Ergebnissen, die durch Farbung mit PJ erhalten wurdete rié
Farbung mit HEDAF eine Zunahme nekrotischen Zelltods in Kkultemer

Ventrikelmyozyten durch zyklische mechanische Dehnung nur ierZelter Ratten,
nicht jedoch in Zellen junger Ratten.
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2dh Eultur  48h Euliur  24h Kultur und
24h Dehnung

Abb. 4.11.1. Darstellung des Anteils nekrotischer Myozyten an demtzasdad der
Myozyten aus jungen (n=8) bestimmt dultBDAF -Farbung
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Abb. 4.11.2. Darstellung des Anteils nekrotischer Myozyten an demtzsda der
Myozyten aus alten Ratten (n=9) bestimmt dHEDAF -Farbung
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4.3.3. Nekrotischer Zelltod als Folge mechanischer Dehnung bestimmt durch
Messung der LDH-Aktivitat im Zellmedium

Die relative LDH-Aktivitat, die aus den MessergebnisgeKulturen von Myozyten
junger Tiere errechnet wurde, wurde durch Dehnung nicht beeinflusstl @6in
der Kontrolle; nach Dehnung 5,6+1,9%). In Kulturen von Myozyten dltere
fuhrte Dehnung zu einem signifikanten Anstieg der relativen ARHYitat 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 nekrotiscH&adZeicht
induzieren. In Myozyten aus alten Ratten steigerte zyklisobehanische Dehnung

den Anteil nekrotischer Zellen.
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2dh Eultur  48h Euliur  24h Euliur und
24h Dehnung

Abb. 4.12.1. Darstellung der relativeBH-Aktivitdt in jungen (n=6) Ratten
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Abb. 4.12.2. Darstellung der relativeBH-Aktivitat in alten (n=9) Ratten
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Die mit Hilfe von HEDAF- und PJ-Farbung bzw. Bestimmung der LAktivitat
erlangten Ergebnisse zeigen ubereinstimmend, dass in Kultomelkardiomyozyten
junger Ratten zyklische mechanische Dehnung keinen Einfluss aufAteil
nekrotischer Myozyten hat, aber den Anteil nekrotischer Myozytefuituren aus
alten Ratten signifikant steigert.

4.4. Einfluss zyklischer mechanischer Dehnung auf den apoptotischen Zelltod

Bei Kardiomyozyten aus Herzen junger Ratten zeigte sich imgl&eh mit der
Kontrollgruppe nach Dehnung eine 1,8-fache Steigerung des Anpeifstctischer
Myozyten. Die Kontrollgruppe wies 0,33+0,12% apoptotische Zellenvaurf den
gedehnten Zellen waren 0,58+0,18% apoptotisch.

Der Anteil apoptotischer Myozyten aus Herzen alter Ratten zeigte $igimékanten
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 apoipéotis
Kardiomyozyten alter Ratten, steigerte jedoch die Zahl apogitetis
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 demEzetd der
Myozyten junger (n=7) Ratten bestimmt dufiddNEL
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Abb. 4.13.2. Darstellung des Anteils apoptotischer Myozyten an dem@zedd der
Myozyten alter (n=11) Ratten bestimmt dufiddNEL



5. Diskussion 35

5. Diskussion

Die Literatur berichtet, dass im Verlauf des Alterungspssee ein Verlust von
Kardiomyozyten auftritt. [2, 7542, 73, 71] Unklarheit herrscht tGber die Art und die
Ursachen dieser Zelluntergange. Der Verlust von Myozyten kanneiner
Funktionsbeeintrachtigung des Myokards fuhren, was eine folgensehwer
Veranderung fur den gesamten Organismus darstellt. [52, 61, 94, 86]erdste

von Herzmuskelzellen nicht durch mitotische Teilung repariert@rekénnen, steigt
die Kraft, die pro Flacheneinheit des Wandquerschnitts (Wandspanniggp@acht
werden muss. [53, 87, 105Mon den Uberlebenden Zellen wird eine erhdhte Kraft
gefordert. Dies fuhrt zur Hypertrophie der Zellen. [2, 75, 73, 42]

Die Identifikation der Mechanismen, die zu Zellverlusten im Hefibren, stellt das
Ziel verschiedener Untersuchungen dar. Differenziert werdes daisei zwischen
nekrotischem und apoptotischem Tod von Kardiomyozyten. Apoptotische
Veranderungen sind reversibel, solange der Zellkern funktionelkti ist. Sind
Zeichen nekrotischen Zelltodes, wie Schadigung des Sarkolemnetreteg, ist der
Untergang der Zelle nicht mehr zu verhindern.

Da der Verlust von Zellen zu Anderungen der mechanischen Belastungcter
untergegangenen Zellen fuhrt, soll der Einfluss von Dehnung adetlimtergange
untersucht werden.  Gezeigt wurde bereits, dass mechanische Dehlmung i
Kardiomyozyten von Ratten Apoptose induzieren kann. [14, 54] Hiee sadt
Einfluss mechanischer Dehnung auf Apoptose und Nekrose in Abhangigkeit
Lebensalter analysiert werden. Die erhofften Ergebnisseerdi@sbeit Uber
mechanisch-induzierte Apoptose und Nekrose in Abhangigkeit vom gdtiéen zur
Forschung Uber die Ursachen altersbedingten ZellverlustesgesitraDies erlangt
besondere Bedeutung dadurch, dass kardio-vaskuldre Erkrankungen djstéxduf

Todesursachen alter Menschen darstellen. [87]

In der vorliegenden Arbeit wurden Kulturen von isolierten Ratteti@eyozyten
untersucht. Adulte kultivierte Kardiomyozyten der Ratte weisie relativ hohe
basale Apoptoserate auf. [54, 56] Diese starke Aktivierung gept@ischen
Programms ohne Applikation eines apoptotischen Stimulus wird in Zosahang
mit  der  Auflésung urspringlich bestehender Zellkontakte und
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Zytoskelettverankerungen infolge der enzymatischen und mechamische
Vereinzelungsmechanismen bei der Praparation gebracht. In deresér Alibeit
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 dgraf®eal} des
nekrotischen Zelltodes ist vermutlich, ausgelést durc-@arload, Schadigung der
Zellmembran oder der Gap junctions, eine Folge von Praparationtidsoland
Kultur. Nach 48h Kultur waren 30,7+10,6% (jung, PJ-Farbung) bzw. 28,2+6,0% (alt,
PJ-Farbung) der Myozyten nekrotisch. Bei in vivo Untersuchungan
Rattenmyokard wurden 0,001% apoptotische Myozyten in 3 Monate altesn Ratt
identifiziert. Der Anteil nekrotischer Myozyten war 7{faqgrof3er. Bei 24-
monatigen Ratten fand man 0,0086% apoptotische Myozyten. Der Anteil

nekrotischer Myozyten war 16-fach grof3er. [42]

Die meisten flr den Ventrikel vorliegenden Arbeiten, die Angahber
programmierten Zelltod enthalten, stiitzen sich auf das Markiger apoptotischen
Zellen mit Hilfe des TUNEL. Jedoch gehen die Meinungen Ubespizifitat dieser
Methode fur die Identifikation apoptotischer Zellen auseinarjdéj. Grundprinzip
des TUNEL ist die Markierung von Doppelstrangbriichen der DNA, igliedén
apoptotischen Zelltod typisch sind.

Eine elektronenmikroskopische Untersuchung TUNEL-positiver Mworyaus
humanen Herzen mit dilatativer Kardiomyopathie zeigte, daskienar Zellen
weder apoptotische noch nekrotische ultrastrukturelle Merkm#dgiessen, sondern
eine erhdhte Aktivitdt von Reparationsprozessen der DNA zeiftB] Die gleiche
Autorengruppe wies darauf hin, dass in Infarktgebieten von Kaninatzemhén
TUNEL-positiven Myozyten DNA-Degradation und eine flr nekadten Zelltod
typische Morphologie beobachtet werden konnte. [72] Andere Untersuchunge
zeigen hingegen, dass zwischen Ergebnissen, die mit Hilfe dBKET @érhalten
wurden, und Ergebnissen, die durch andere Methoden erlangt wurden, keine
signifikanten Unterschiede gefunden werden konnten. [54, 60, 41] Uthersyen
am Myokard von Ratten und Mausen zeigten keine Markierung nearetiZellen
durch TUNEL bzw. bestatigten die Spezifitat des TUNEL mifeHiles konfokalen
Mikroskops. [60, 42] Obwohl es immer wieder Diskussionen Ubermieifgat und
Interpretation der Methode gibt, wird der Nachweis nuklearer SMgfinderungen
durch die TUNEL-Methode allgemein zur Detektion apoptotiscledie@ eingesetzt.
Wegen moglicher Einschréankungen der Aussagefahigkeit des TWiElen haufig
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zusatzlich weitere Nachweismethoden, wie Darstellung einer -Déii®r oder
Nachweis von Nukleosomen im Zytoplasn&ngesetzt.

Fur den Erhalt verlasslicher und reproduzierbarer Ergebigsseine sorgféltige
Standardisierung des TUNEL-Tests erforderlich. [89] Dieolgie durch
Behandlung von Zellen mit DNase |, um DNA-Strangbriiche enzyrhatisc
hervorzurufen. Auf3erdem kann eine zu geringe Zahl von untersuchtentstyazy
fehlerhaften Aussagen fulhren. Ursache fir falsch negatiyebBisse ware die sehr
geringe Menge von apoptotischen Zellen im Myokard. [74, 89] In di&smzit
erfolgte die Quantifizierung der Apoptose deshalb in vielesidBesfeldern und an

einer sehr grof3en Anzahl von Zellen.

In den flr 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 Keatt@iter Ratten
apoptotisch. Dabei bestand kein signifikanter Unterschied aundeh 24h Kultur
ermittelten Zahlen spontanen Zelltodes. Der Anteil apoptotisgefien war in
Kulturen alter Ratten signifikant héher als in Kulturen junBetten. Bekannt ist,
dass die Produktion von ROS mit zunehmendem Alter steigt und diamit
mitochondriale Transmembranpotential sinkt, was die Auslosung ajscptrt
Zelltodes fordert. [58, 28, 21] Es ist weiterhin gezeigt wordiass die Expression
von antiapoptotischem Bcl-2 in Ventrikelmyozyten alter Rattech 48h Kultur
signifikant niedriger war als in Myozyten junger Ratten, wadreich fir die
Expression von Bax kein Unterschied zwischen alten und jungeenRatab. [36]

Da das Verhaltnis von Bcl-2 und Bax Uber Auslésung oder Hemmung der
apoptotischen Signalkaskade entscheidet [52], kann spekuliedenyedass die
vermehrte  Auslésung spontanen apoptotischen Zelltodes in kubiviert
Ventrikelmyozyten alter Ratten (Uber den mitochondrialen Weg der

Apoptoseinduktion vermittelt wird.

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse Uber spoiNakmse in Kulturen von
Kardiomyozyten nach 24h sind nicht einheitlich, was seine Ursaddaterschieden
zwischen den eingesetzten Nachweismethoden findet. Die LDWi#gkthach 24h
Kultur war signifikant héher als nach 48h Kultur. Markierungrog&cher Zellen
mit PJ und HEDAF zeigte keinen entsprechend hdheren Anteibtistrer Zellen.
Die Messung der LDH-Aktivitat erfolgte nach 24h Kultur im [dbkrstand, in dem
sich auch tote Zellen befanden, die nicht an die Kulturschalehaftgt waren. Vor
der Farbung der Zellen mit PJ bzw. HEDAF wurde das Medium entiachgespiilt.
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So war nach 48h Kultur eine deutlich niedrigere LDH-Aktivit@itKulturen von
Kardiomyozyten junger und alter Ratten zu messen. Die nach 24lr idbngten
Ergebnisse durch Farbung mit PJ und HEDAF kénnen deshalb nichtemit
Ergebnissen, die durch Bestimmung der LDH-Aktivitat erhaltenden, verglichen
werden.

Bei Markierung mit PJ konnte bei Kulturen von Myozyten junger érakein
Unterschied im Ausmald der Nekrose zwischen 24h und 48h Kultur gefunden werden.
Markierung mit HEDAF fuhrte zu dem gleichen Ergebnis. In Kuhuater Ratten
war in den mit PJ behandelten Kulturen eine signifikante Zunamakeotischer
Zellen zu beobachten. Markierung mit HEDAF zeigte eine Zumealiiie aber nicht
signifikant war.

Insgesamt war sowohl nach 24h als auch nach 48h Kultur das Audezal
nekrotischen Zelltodes deutlich groRBer als das Ausmal des apdwEiotisc
Zelluntergangs

Obwohl im Rattenmyokard in vivo ebenfalls eine hdhere Zahl nekhstisals
apoptotischer Zellen beobachtet wurde, erreicht der nekrotidelted dabei nicht
die grof3en Ausmalle wie in der Zellkultur. [42] Offenbar gehelerelach dem
Anheften an die Bioflex Membran eher durch nekrotischen als durchatisoben
Zelltod zugrunde. In Studien an adulten isolierten Rattenkardiomyosttgezeigt
worden, dass nekrotischer Zelltod nur in der frihen Phase der Kiltwozherrscht,
wahrend spater spontane Zelluntergange hauptsachlich Gber den aglogtotéeg
ablaufen. [45] Dies lasst vermuten, dass die zunachst sehr hokeatiscben
Zelluntergange als Folge von Isolation und Praparation auftreten.

Bereits berichtet worden war, dass Dehnung in Kardiomyozyten Apojptdszieren
kann. [14, 56, 57, 82] Bemerkenswert ist, dass die vorliegenden HErissentiber
dehnungsinduzierten  programmierten  Zelltod aus Untersuchungen von
Kardiomyozyten neonataler [63, 83] und junger [14, 56] Tiere stammen. hivhahc
fehlen Angaben Uber das Alter der Versuchstiere. [57] Bei S$tualiehumanen
Kardiomyozyten findet man meist ein breites AltersspektrunPdgienten. [92, 89,
6]

Wie in verschiedenen Vertffentlichungen beschrieben, konnte anclder
vorliegenden Arbeit in Kardiomyozyten junger Ratten durch Dehnung tapep
induziert werden. In Ventrikelmyozyten aus Herzen alter Ratt@ hingegen kein
signifikanter Unterschied zwischen den gedehnten Kulturen und atgrdligruppe
vorhanden. Einhergehend mit diesen Ergebnissen zur Induktion von Zsilitcial
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Dehnung ist gezeigt worden, dass nach Dehnung von kultiviertemikédmyozyten
junger Ratten eine Erhéhung von Nukleosmen im Zytoplasma zu finden im
Myozyten alter Ratten war dies nicht der Fall. [36]

In Myozyten alter Ratten wurde durch zyklische mechanischawshnekrotischer
Zelltod induziert. Bei Myozyten aus Herzen junger Ratten steigeehnung den
Anteil nekrotischer Zellen nicht.

Myozyten aus Herzen junger und alter Ratten sind fahig den Weapdesotischen
und des nekrotischen Zellunterganges zu beschreiten. Mit zunehmendem Lebensalter
andert sich die Reaktion der Zellen auf einen mechanischen StirAdfifehnung
reagieren Myozyten aus Herzen alter Ratten mit einem Veteme Zelluntergang
durch nekrotischen Zelltod. Vermutet werden kann, dass sich in Kardiomyaaigte
zunehmendem Alter die Fahigkeit verschlechtert, auf Signdie, durch
mechanischen Stress induziert werden, mit der Auslosung des &gub@nt
Programms zu reagieren. Verschiedene altersbedingtedéstingen konnen dies
verursachen.

Die im Alter groRere Steifheit des Sarkolemms kann zu gjrideren Anfalligkeit
fur dehnungsinduzierte Membranschaden fihren. Altersbedingte Vargderder
Zusammensetzung der Phospholipiddoppelschicht der Plasmazellmersioch
gekennzeichnet durch einen erhdhten Anteil gesattigter FettsduDas fuhrt zu
einer Zunahme der Rigiditdt der Membran. [63] Dadurch kénnte eiohgr Reiz
(Dehnung) leichter Defekte in der Membran hervorrufen. Kontitsuitéierbrechung
des Sarkolemms gefolgt von einenfGainstrom fiihrt zu nekrotischem Zelltod.
Eine weitere haufig diskutierte mit zunehmendem Lebensalterergi@hende
Veranderung, ist die veranderte Funktion der Mitochondrien. So kasmmit
zunehmendem Alter vermehrt zu Beeintrachtigungen im Ablauf dedatwén
Phosphorylierung. Dies kdnnte die Unfahigkeit der Kardiomyozgties Herzen
alter Ratten begriinden, auf mechanische Dehnung mit der AusfihrumgrBe
abhéangigen apoptotischen Signalkaskade zu reagieren.

Liu et al. haben berichtet, dass nach Ischamie durch Verschlugoerararterie
die InfarktgréRe in Herzen alter Ratten signifikant grol3ar als in Herzen junger
Ratten. [61] Die Verschlechterung der Mitochondrienfunktion mit zueekem
Alter konnte, besonders in Zeiten grolReren Energiebedarfs, wie be
Reparationsaufgaben und Erhaltung der osmotischen Balance, zueHekrgen
fuhren. [29]
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Neben altersbedingten Beeintrachtigungen bei der ATP-Synthibseeg weitere
Veranderungen der Mitochondrien, die mit héherem Lebensalter taoftued die
erhaltenen Ergebnisse begriinden kénnten. Es ist gezeigt worden,didass
Expression von Bcl-2 in Ventrikelmyozyten alter Ratten nach 48tuKsignifikant
niedriger war als in Myozyten junger Ratten, wahrend sicldigrExpression von
Bax kein Unterschied zwischen alten und jungen Ratten ergabh 2y&tischer
mechanischer Dehnung sank die Konzentration von Bcl-2 in Myozytegeiju
Ratten, nicht jedoch in Myozyten alter Ratten. Kein signifikabtgterschied wurde

fur die Konzentration von Bax zwischen der gedehnten und der ungedehnpgre Gru
bei Myozyten sowohl alter als auch junger Ratten gefunden. In Whmjunger
Ratten wurde nach Dehnung auRerdem eine Cytochrom ¢ Erhéhung irolZytds
eine Abnahme der Konzentration von Cytochrom c¢ in der Membrarfrakti
beobachtet. [36]

Fur p53 ergaben sich nach 48h Kultur keine Unterschiede zwisdteenund jungen
Ratten. Nach Dehnung wurde in Myozyten junger Ratten ein Andiegp53
Konzentration gefunden, nicht jedoch in Myozyten alter Ratten. [f&-abhangige
Transkription von Genen kann den apoptotischen Prozess aktivieremutiieh ist
auch eine transkriptionsunabhéngige Aktivierung mdglich. [20, 4¥3, 54, 57]
Einhergehend mit der Aktivierung von p53 und p53-abhangigen Genen ingd e
dehnungsabhéngige Synthese und Sekretion von Angiotensin Il beobabhet.
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 Rdée Regulation des
lokalen Renin-Angiotensin Systems und dehnungsinduzierter Apoptospiedan.

[54, 57, 55, 64] IGF-1 hemmt p53 und verringert die Zahl apoptotiZailen nach
Dehnung. [56]

Zyklische mechanische Dehnung steigert in RattenkardiomyozyteRrdafuktion
reaktiver Sauerstoffspezies, wobei die Hohe der Steigeruhglem Ausmafd der
Dehnung zunimmt. [83] Gesteigerte Produktion von ROS kann Zelltod hdfiesmr
Dies geschieht vermutlich Uber eine ROS-induzierte Aktivigr von JNK und
Steigerung der mitochondrialen Membranpermeabilitat gefolgtdesnFreisetzung
proapoptotischer Proteine in das Zytoplasma. [3, 106, 58, 97, 9, 75]

Erhéhung der mitochondrialen €aonzentration kann ebenfalls zur Unterbrechung
des mitochondrialen Transmembranpotentials fiihren, und so die onitr@e



5. Diskussion 41

apoptotische Signalkaskade aktivieren. [10, 23] MechanischelStimadulieren in
Ventrikelmyozyten lonenstrome durch nichtselektive Kationeale die zu einer
dehnungsinduzierten Steigerung der intrazellulareft- Nad C&'-Konzentration
fuhren. [114, 37 ]

Kontrovers diskutiert wird eine dehnungsinduzierte Erhéhung der Eipneson
Fas. Fas ist ein Rezeptor, der in Kardiomyozyten, nach Bindung ¢égaaden der
Weiterleitung des apoptotischen Signals in das Zellinnere. 98] Bei einer in
vitro Uberdehnung von Zellen der Papillarmuskeln konnte neben ainéhiihg der
Zahl apoptotischer Myozyten eine verstarkte Expression vondedmbhtet werden.
[14] Andere Studien zeigen, dass bei einer Hypertrophie durch ¢ohehastung
zwar auch eine Erhéhung der Expression von Fas beobachtet werdefeaoh,
programmierter Zelltod von Kardiomyozyten nicht Uber Fas indumiéd. [108]
Die Mdoglichkeit, dass unter bestimmten pathophysiologischennBedgen die
Induktion von apoptotischem Zelltod in Kardiomyozyten tber Fasufibkann aber
nicht ausgeschlossen werden, da in Ratten- und Mausherzen eindé&zstier
programmierter Zelltod nach Ischdmie/Reperfusion zu beobachten war. [38]

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass mechaniscihaulyp in
Ventrikelmyozyten apoptotische und nekrotische Zelluntergandezieren kann,

der Weg des Zelltods aber wesentlich vom Lebensalter beeinflusst wird.

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die im Alter grofkeifee® des Sarkolemms

zu einer gréReren Anfalligkeit fir dehnungsinduzierte Membranschéatiesnfkann,

was von einem lonen- und Flissigkeitseinstrom und der Auslésungtiseken
Zelltods gefolgt wird. Auch altersbedingte Dysfunktionen der Mitochondienédn

die Ausfuhrung der ATP-abhangigen apoptotischen Signalkaskade verhindern.

Der dehnungsinduzierte Untergang von Myozyten aus Herzen jungen Reitd
vermutlich durch Steigerung der mitochondrialen Membranpermeahiliier den
mitochondrialen Weg der Apoptoseinduktion vermittelt.

Zur Verhinderung von dehnungsinduziertem apoptotischen Zelltod ware ein
Eingreifen in die mitochondriale apoptotische Signalkaskadseltivar. Ein solches
Eingreifen wirde nur bei jungen Ratten den dehnungsinduzierten Untergang
Herzmuskelzellen verhindern kénnen.

In Herzen alter Ratten ware nur die Hemmung von dehnungsinduziertem
nekrotischen Zelltod sinnvoll. Eine &ahnliche Modulation wie h@psotischem
Zelltod ist hier nicht méglich. Es ist jedoch gezeigt worderss datersbedingte
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Veranderungen in  der Zusammensetzung der  Mitochondrien-  und
Plasmazellmembran erndhrungsabhangig sind. So konnen altersbedingte
Membranverédnderungen durch Modifikation der Ernahrung entgegengeeirtten.

[50, 62, 51] Es ist gezeigt worden, dass der praventive Wertr eine
Erndhrungskontrolle zur Verhinderung von kardiovaskularen Ereignidsgnaber
maoglicherweise relevant ist. [35]

Die erhofften Ergebnisse dieser Arbeit Uber mechanisch-indeizégsbptose und
Nekrose in Abhéngigkeit vom Alter sollten zur Suche nach desadben
altersbedingten Zellverlustes beitragen. Spatere Untersuahwsaliten zeigen,
inwieweit die vorliegenden Ergebnisse unter in vivo Bedingungenmrtimanen

Myokard relevant sind.
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6. Zusammenfassung

1. Mechanische Dehnung kann im Herzen sowohl apoptotische als auch olkrotis
Zelluntergdnge induzieren. Hier wurde gezeigt, dass der Wagninmechanisch-
induzierten Zelltod wesentlich vom Lebensalter beeinflusst wird.

2. Die Untersuchungen wurden an kultivierten Ventrikelmyozyten ausjunogd
alten mannlichen Ratten durchgefuhrt. Die jungen Ratten wareworiate] die
alten 14-24 Monate alt.

3. lIsolierte Ventrikelmyozyten wurden fur 24h auf Laminin-bescleiteht Bioflex
Kulturplatten angeheftet (,Kultivierung“) und nachfolgend fur 24klisch (1Hz;

5% Elongation; Bioflex System) gedehnt. Als Kontrolle dienteygedehnte
Ventrikelmyozyten, die fir 48h kultiviert worden waren.

4. Mit Hilfe des TUNEL wurde der Anteil der Myozyten bestimndie durch
Apoptose spontan zugrunde gingen. Der Anteil apoptotischer Myozyteleran
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 alteriIh
Zyklische Dehnung steigerte den Anteil apoptotischer Zellen iririkelmyozyten
aus jungen Ratten signifikant, auf 0,58+0,18% (MW+SD), nahm jedoch keinen
Einfluss auf die Zahl apoptotischer Ventrikelmyozyten in Zellen das &atten.

5. Fur die Bestimmung des Ausmal3es nekrotischen Zelltodes wurden Farbungen zur
Darstellung der Zellmembranintaktheit mit Propidiumjodid (Pdhd 5-
hexadecanoylaminofluorescein (HEDAF), sowie die Messung der Lktivitat
eingesetzt. Zyklische mechanische Dehnung lieR den Anteil nekratis
Ventrikelmyozyten bei jungen Ratten unbeeinflusst, steigaber den Anteil
nekrotischer Ventrikelmyozyten bei alten Ratten signifikant.

6. In Ventrikelmyozyten alter Ratten wurden nach Dehnung 38,0+6,4:@\D;
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. Diatie¢ LDH-
Aktivitat 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+SEB)
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-Aktivitdt betrug 5,6+1,4% bzw. 5,6+1,9%. Diese Unteieste
waren nicht signifikant. Zyklische mechanische Dehnung induzaditod sowohl
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in Ventrikelmyozyten aus jungen als auch aus alten RattenAMBgrin den Zelltod

ist jedoch unterschiedlich.  Ventrikelmyozyten aus jungen Rattegerzei
ausschlieBlich dehnungsinduzierte Steigerung der Apoptose, Venydaitan

aus alten Ratten ausschlie3lich dehnungsinduzierte Steigerung detisob&n

Zelltods.

8. Es wird diskutiert, dass Ventrikelmyozyten aus alten RatiEn Fahigkeit
verlieren, Signale, die durch mechanischen Stress (zyklisehaubg) induziert
werden, mit Apoptose zu beantworten. Als mogliche Ursachen werdeimdi
Alter groRBere Steifheit des Sarkolemms (groRBere Anfalligkef Dehnungs-
induzierte  Membranschaden mit nachfolgendem?-Emstrom) sowie eine
unzureichende ATP-Synthese aufgrund alternsbedingter mitochondriale

Dysfunktion diskutiert.
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8. Thesen

1. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass der Alterungsprozesgvamdr
Mensch mit einem Verlust von Kardiomyozyten einhergeht. Eidugeron
Myozyten tragt zur Verschlechterung der Funktion des Myokardsiasi eine
folgenschwere Veranderung fir den gesamten Organismus darsiiftse
Arbeit soll einen Beitrag zur Identifizierung der Mechanisnbeisten, die zu

einem altersbedingten Zellverlust flhren.

2. Myozyten konnen Uber den Weg des nekrotischen und des apoptotischen

Zelltodes zugrunde gehen.

3. Verlust von Myozyten fihrt zu erhdhter Belastung der verbliebenen Zellen.

4. Spontane Apoptose ist in kultivierten Ventrikelmyozyten alteeRatt grof3erem
Ausmal 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 Ausmalf spontanen nekrotischen Zelltodes in kultivierten Ventydaltan

zeigt keine altersabhéngigen Unterschiede.

8. In kultivierten Ventrikelmyozyten aus Herzen alter Ratten induzieshamésche

Dehnung nekrotischen Zelltod.

9. Induktion von nekrotischem Zelltod durch Dehnung findet in kultivierten

Ventrikelmyozyten aus Herzen junger Ratten nicht statt.

10. Zukinftige Untersuchen sollten zeigen, inwieweit die vorliegenden Ergebnisse



8. Thesen 60

unter in vivo Bedingungen und im humanen Myokard relevant sind und welche

Mechanismen dem zugrunde liegen.
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