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Einleitung

1 Einleitung

1.1  Pathophysiologie der hypertrophen Herzerkrankun g

Die myokardiale Hypertrophie stellt eine Adaptation physiologischer
Zellfunktionen an eine funktionelle Mehrbelastung dar. Diese kann zum Beispiel in
Form vermehrter Druck- oder Volumenarbeit beziehungsweise beider Faktoren
vorliegen. Das Herz kompensiert die erhdhte Beanspruchung, in einem zunachst
weitgehend reversiblen Prozess, Uber eine Zunahme der Wanddicke. Dies gelingt
mittels Steigerung der Proteinsyntheserate, so dass bei gleichbleibender Zellzahl

eine Zunahme des Zellvolumens resultiert.

Obwohl hypertrophes Wachstum eine physiologische Antwort auf
zunehmende Arbeitsbelastung ist, kann es unter pathophysiologischen Bedingungen
letztendlich zur Herzinsuffizienz fihren. Als ein Beispiel hierfur ist die vermehrte
Arbeitsbelastung bei chronisch arteriellem Hypertonus zu nennen, welcher eine
haufige Ursache der klinisch manifestierten Herzinsuffizienz ist. Infolge des erhdhten
arteriellen Blutdrucks vermag das Herz Kkurzfristig Uber eine Zunahme der
Wandspannung den Druckgradienten zwischen Ventrikel und Aorta auszugleichen.
Dieser Dehnungsreiz wirkt Uber einen noch nicht exakt geklarten Mechanismus als
Wachstumsstimulus auf die Myokardzelle, so dass durch Erhéhung des
Muskelfaserdurchmessers die Wandspannung konstant gehalten werden kann. Bei
anhaltender Druckbelastung erreicht die myokardiale Volumenzunahme das
sogenannte Kritische Herzgewicht, das heildt, die Herzmuskelmasse Ubersteigt die
koronare Versorgungskapazitat. Im Rahmen der Minderversorgung drohen ein
Anstieg der Wandspannung sowie eine Geflugedilatation, die zu einer Abnahme der
Leistungsfahigkeit des Herzens fuhren. Die Myokardhypertrophie ist als Hinweis auf
eine sich entwickelnde chronische Herzinsuffizienz mit erhdhter Morbiditat
anzusehen (Levy et al, 1990). Entsprechend st die Aufklarung ihres

Pathomechanismus von grof3em klinischem Interesse.
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1.2  Zellkulturmodell zur Untersuchung der myokardia len Hypertrophie

Die Kultivierung isolierter Kardiomyozyten ermdglicht die gezielte
Untersuchung kardialer Hypertrophie auf zellularer Ebene. In definierten Medien
konnen die Auswirkungen ausgesuchter neurohumoraler Faktoren in bekannten
Wirkstoffkonzentrationen und unabhangig von deren hamodynamischer Wirkung
untersucht werden. Dies stellt einen Vorteil gegentber den Bedingungen in vivo dar.
Da sich kultivierte Kardiomyozyten primar mechanisch inaktiv verhalten, bietet die
Zellkultur den weiteren Vorteil zellulare Reaktionen auf einzelne Stimuli, unabhangig
von mechanischen Einflissen, zu beurteilen. Andererseits konnen die
Kardiomyozyten durch elektrische  Stimulation auf eine vorgegebene
Kontraktionsfrequenz eingestellt und somit die Verhaltnisse am schlagenden Herzen
simuliert werden. Dadurch gelingt eine Annahrung an die physiologischen
Bedingungen mit der Mdglichkeit, gezielt die Auswirkungen mechanischer Aktivitat

auf die Proteinsynthese der Kardiomyozyten zu untersuchen.

In dieser Arbeit wurden zur Erforschung Hypertrophie-induzierender Stimuli
und deren spezifischer Signaltransduktion zwei Kulturmodelle mit unterschiedlicher
Kulturdauer gewahlt. Die Gewinnung der Herzmuskelzellen aus den Ventrikeln
adulter Ratten war in beiden Fallen identisch. In den sogenannten Kurzzeitkulturen
werden frisch isolierte Kardiomyozyten bereits wenige Stunden nach ihrer
Gewinnung zu Versuchszwecken genutzt und Uber maximal 24 Stunden unter
serumfreien Bedingungen kultiviert. Sie bestehen aus stdbchenférmigen Zellen, die
in ihrer Morphologie und ihren metabolischen Eigenschaften im Wesentlichen den
Bedingungen in vivo entsprechen. Uber 24-36 Stunden verfiigen diese Kulturen tiber
einen stabilen Proteinstoffwechsel, zeigen darauf allerdings infolge eines
veranderten Proteinmetabolismus eine kulturbedingte Atrophie (Volz et al., 1991).
Entsprechend eignen sich Kurzzeitkulturen nur tber einen begrenzten Zeitraum fur
Hypertrophieexperimente. In Langzeitkulturen werden die Herzmuskelzellen vor
Durchfiihrung der Experimente Uber sechs Tage mit 20% fotalem Kalberserum im
Medium kultiviert. Kardiomyozyten in Langzeitkulturen reagieren auf diese
Kulturbedingungen mit Veranderungen ihrer Zellmorphologie; das urspriinglich
lAngliche Zellsoma bildet zahlreiche Auslaufer aus und imponiert als sternférmige
abgeflachte Figur. Serumkultivierte Herzmuskelzellen behalten trotz ihrer

morphologischen Veranderungen ihre metabolischen Eigenschaften bei (Spahr et
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al.,1989). Sie eignen sich daher auch fir Beobachtungen langerfristiger zellularer

Reaktionen.

Kulturmodelle fir Kardiomyozyten existieren sowohl flr neonatale als auch fir
Herzmuskelzellen des adulten Tieres. Da die kardiale Hypertrophie vor allem im
Erwachsenenalter auftritt und entsprechend die adulten Zellen hypertrophen Stimuli
ausgesetzt sind, wurden in dieser Arbeit ausschliel3lich adulte Herzmuskelzellen

verwendet.

1.3 Signaltransduktion kardialer Hypertrophie

In vivo ist die Entstehung einer Myokardhypertrophie und letztendlich auch
einer Herzinsuffizienz von einer neurohumoralen Aktivierung begleitet (Morgan und
Baker, 1991). Dabei ist neben einem erhdhten Katecholamin-Plasmaspiegel auch ein
aktiviertes Renin-Angiotensin-System nachweisbar. In Anbetracht der klinischen
Relevanz dieser Erkrankung besteht ein hohes Interesse daran aufzuklaren, auf
welche Weise diese unterschiedlichen Faktoren die Proteinsynthese der

Kardiomyozyten beeinflussen.

Katecholamine wirken an ihren Zielzellen, mit unterschiedlicher Affinitat, tber
a- beziehungsweise B-Adrenozeptoren. In vivo ist sowohl eine a- als auch eine [3-
adrenerg induzierte myokardiale Hypertrophie beschrieben worden. Unter den
Bedingungen der Zellkultur ist diese zellulare Reaktion verandert. Im Gegensatz zu
den Untersuchungen von Bartolome et al. (1980), die in vivo eine B-adrenerg
induzierte Hypertrophie beschrieben haben, wurde im Zellkulturmodell frisch isolierter
Kardiomyozyten eine Proteinsynthesesteigerung nur nach a-adrenerger Stimulation,
nicht aber nach einem B-adrenergen Stimulus nachgewiesen (Fuller et al., 1990;
Schliter und Piper, 1992). Dagegen reagieren serumkultivierte Herzmuskelzellen,
entsprechend den Verhéltnissen in vivo, auch auf einen B-adrenergen Stimulus mit
einer Steigerung ihrer Proteinsynthese (Pinson et al., 1993). Es wird vermutet, dass
das unterschiedliche Verhalten adrenerger Rezeptoren in den verschiedenen
Kulturmodellen in einer differierenden Rezeptor-Ankopplung an die Hypertrophie-

induzierende Signaltransduktion begrindet ist.
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Die Signalstransduktion der a-agonistischen Katecholaminwirkung auf die
myokardiale Proteinsynthese konnte im Zellkulturmodell aufgeklart werden. Uber die
Proteinkinase C, die Pl 3-Kinase sowie die p70°°-Kinase erhtht a-Adrenozeptor-
Stimulation die Proteinsynthese in Kurzzeitkulturen (P6nicke et al., 2001).

Die Signaltransduktion [-adrenerger Hypertrophie ist nur unvollstandig
bekannt und lasst sich aufgrund fehlender hypertropher Ansprechbarkeit des
Rezeptors in Kurzzeitkulturen nicht untersuchen. Eine Untersuchung derjenigen
zellularen Mechanismen, die nach p-adrenerger Stimulation myokardiale
Hypertrophie bedingen, ist allerdings, aufgrund ihrer oben genannten Eigenschaften,
an serumkultivierten Kardiomyozyten mdglich. Schiuter et al. (1998) und Simm et al.
(1998) zeigten, dass B-adrenerge Stimulation mit Isoproterenol zwar im Verlauf eine
identische Signaltransduktion hypertropher Wachstumsregulation wie die a-
adrenerge Stimulation benutzt, namlich die Aktivierung der Pl 3-Kinase und der
p70°-Kinase; die initial an der a-adrenergen Signaltransduktion beteiligte
Proteinkinase C wird dabei jedoch nicht aktiviert. Stattdessen aktiviert B-adrenerge
Stimualtion die cAMP-abhangige Proteinkinase A. Die Identifizierung derjenigen
Signaltransduktionsmolekile, die eine Ankopplung B-adrenerger Stimulation an die
Aktivierung der Pl 3-Kinase und damit an die hypertrophe Wachstumsregulation der

Zelle bedingen, ist noch Gegenstand der Forschung.

1.4 Rolle des Transforming-Growth-Factor- B in der hypertrophen

Wachstumsregulation von Herzmuskelzellen

Wie bereits erwahnt, reagieren serumkultivierte Kardiomyozyten, im
Gegensatz zu frisch isolierten Zellen, auf P-adrenerge Stimulation mit einer
Proteinsynthesesteigerung. Eine  mdgliche Ursache dieser hypertrophen
Ansprechbarkeit B-adrenerger Rezeptoren in serumkultivierten Kardiomyozyten ist,
dass die Zellen in diesem Kulturmodell dem Wachstumsfaktor TGF-B ausgesetzt
sind. Nach Untersuchungen von Taimor et al. (1999) wird TGF-B von den
Kardiomyozyten in das umgebende Milieu abgegeben und von den im Serum

enthaltenen Proteasen in seine aktive Wirkform Uberfihrt.
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Untersuchungen von Schluter et al. (1995) zeigten, dass TGF-B in vitro
ursachlich an der Induktion B-adrenerg vermittelter Hypertrophie in serumkultivierten
Herzmuskelzellen beteiligt ist. TGF- bedingt dabei eine Anbindung der
Proteinkinase A an die Pl 3-Kinase gekoppelte hypertrophe Wachstumsregulation
(Schliter et al., 1995, 1999). Der entsprechende Rezeptorsubtyp, der dadurch an die
hypertrophe Wachstumsregulation ankoppelt, wurde als der [p,-Adrenozeptor
identifiziert (Zhou et al., 1996). Die detaillierte Signaltransduktion, die nach .-
adrenerger Stimulation zu einer Steigerung der Proteinsynthese fuhrt, ist allerdings

noch nicht vollstandig aufgeklart.

Auch in vivo konnte die Bedeutung des Wachstumsfaktors TGF-B fur die
myokardiale Wachstumsregulation durch verschiedene Studien belegt werden, die
eine vermehrte Produktion von TGF-f3 unter den Bedingungen kardialer Hypertrophie
nachweisen (Everett et al., 1994; Villarreal et Dillmann, 1992). Ebenso konnte in
Untersuchungen mit spontan hypertensiven Ratten eine vermehrte myokardiale
Expression von TGF-B beim Ubergang von einer adaptiven Hypertrophie zur
Herzinsuffizienz nachgewiesen werden (Boluyt et al., 1994). Auch bei Menschen, die
unter einer idiopathischen hypertrophen Kardiomyopathie leiden, wurde eine
vermehrte Expression von TGF- im Myokard beobachtet (Li et al., 1997).
Insbesondere unter pathophysiologischen Bedingungen scheint TGF- im Herzen an
Bedeutung zu gewinnen. Vermutlich spielt es eine wichtige Rolle beim Ubergang
einer kompensierten zu einer dekompensierten Myokardhypertrophie, indem es tber
die trophische Ankopplung B.-adrenerger Rezeptoren zur Dysregulation myokardialer

Wachstumsvorgange beitragt.
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Abbildung 1.1: Signaltransduktion a- und B-adrenerg  induzierter
Proteinsynthesesteigerung in adulten Kardiomyozyten

a-Adrenozeptor B2-Adrenozeptor
PKC PKA
.
/ <+—— TGF-f
Pl 3-Kinase

v

p70°°-Kinase

v

Proteinsynthesesteigerung

Abb. 1.1: Dargestellt ist die Signaltransduktion ge  steigerter Proteinsynthese durch  a-
beziehungsweise [,-adrenerge Stimulation in kultivierten adulten Kard iomyozyten der
Ratte. Der B,-Adrenozeptor aktiviert zunéchst die Proteinkinase A (PKA) und ist in
Anwesenheit von TGF- B an die Pl 3-Kinase und nachfolgende Schritte hyper  tropher
Wachstumsregulation angekoppelt. Die Proteinkinase C (PKC) bedingt die Anbindung
a-adrenerger Stimulation an die hypertrophe Signaltr ~ ansduktion.

1.5 Rolle der Mitogen aktivierten Kinasen fur die m  yokardiale Hypertrophie

Es gibt Hinweise darauf, dass Mitglieder der Familie der Mitogen-aktivierten
Kinasen (MAP-Kinasen), wie zum Beispiel die p42/44 MAP-Kinase (ERK) oder die
p38 MAP-Kinase, in die hypertrophe Wachstumsregulation des Herzens involviert
sind (Strinskova et al., 2002; Sugden, 2001). So konnte zum Beispiel eine direkte
wachstumsinduzierende Wirkung von Angiotensin tber die Aktivierung der p42/44
MAP-Kinase in neonatalen Kardiomyozyten nachgewiesen werden (Yamazaki et
al.,1999). Auch im Rahmen der intrazellularen Signaltransduktion von
Zelldifferenzierungs- und Zellproliferationsprozessen ist die Bedeutung der MAP-

Kinasen unbestritten; hierbei induzieren sie Uber eine Kaskade mehrerer
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Phosphorylierungsschritte Transkriptionsprozesse im Zellkern (Bogoyevitch, 2000).
Ein besonderes Interesse gilt der p38 MAP-Kinase, welche nach Studien von Wang
et al. (1998) an der Progression einer Myokardhypertrophie beteiligt zu sein scheint.
Weiterhin ist an transgenen Mausen, die eine erhohte Aktivitat der p38 MAP-Kinase
aufweisen, die vermehrte Ausbildung einer dilatativen Kardiomyopathie beschrieben
worden (Zhang et al., 2000). Ob die p38 MAP-Kinase unter diesen Bedingungen eine
Rolle in der hypertrophen Wachstumsregulation der Herzmuskelzellen spielt
beziehungsweise auf welche Weise sie in die Signaltransduktion gesteigerter
Proteinsynthese eingebunden ist, ist allerdings noch Gegenstand der Forschung. An
neonatalen Kardiomyozyten konnte, zumindest flr einen klassischen hypertrophen
Stimulus wie der a;-Adrenozeptor-Stimulation, die Unabhé&ngigkeit der hypertrophen
Signaltransduktion von der p38 MAP-Kinase belegt werden (Clerk et al., 1998). In
friheren Arbeiten, ebenfalls an neonatalen Kardiomyozyten, wurde allerdings auch
gezeigt, dass Charakteristika myokardialer Hypertrophie durch passive Zelldehnung
induzierbar sind (Komuro et al., 1990, 1991). Entsprechend ist hypertrophes
Wachstum nicht unbedingt von einer Rezeptor-gekoppelten Signaltransduktion
abhangig. Dies belegen auch die Ergebnisse von Aikawa et al. (2002), die an
neonatalen Kardiomyozyten eine signifikante Proteinsynthesesteigerung infolge
mechanischer Belastung nachweisen. Parallel zu der Proteinsynthesesteigerung

beobachteten die Autoren auch eine deutliche Aktivierung der p38 MAP-Kinase.

Welche Bedeutung die MAP-Kinasen fur die Wachstumsregulation adulter
Herzmuskelzellen haben, wird weiterhin untersucht. Da die Arbeitsleistung der
Kardiomyozyten wesentlich mit einer Veranderungen der Zellmorphologie verbunden
ist, zum Beispiel bei der systolischen Zellkontraktion beziehungsweise der passiven
Zelldehnung durch Vorlasterhéhung, kénnten auch in adulten Zellen mechanische
Einflisse einen wichtigen hypertrophen Stimulus darstellen. Entsprechend den
Ergebnissen an neonatalen Kardiomyozyten, konnten vorherige in vitro-Studien die
mechanische Belastung adulter Herzmuskelzellen als einen unabhéngigen
Wachstumsstimulus identifizieren (Wada et al., 1996 und Decker et al., 1997). Eine
Beteiligung der MAP-Kinasen an dieser mechanisch induzierten

Proteinsynthesesteigerung wird vermutet.
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1.6  Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit wurde am Zellkulturmodell adulter Kardiomyozyten
der Ratte die Signaltransduktion [-adrenerg induzierter Wachstumsregulation

untersucht. Dabei wurde insbesondere auf folgende Fragestellungen eingegangen:

1. Treten unter den Bedingungen der Zellkultur Veranderungen in der
Expression von Signalmolekilen auf, die an der hypertrophen
Wachstumsregulation beteiligt sind?

2. Sind diese Signalmolekile an der B-adrenerg induzierten
Proteinsynthesesteigerung beteiligt?

3. Besteht eine Abhangigkeit der verstarkten Expression bestimmter
Signaltransduktionsmolekile von der Wirkung des Wachstumsfaktors
TGF-B?

4. Kénnen andere hypertrophe Stimuli diesen Signaltransduktionsweg

unabhangig von einer Kultivierung mit TGF- benutzen?



Material

2 Material

2.1 Haufig verwendete Chemikalien

Acrylamid

Albumin

APS

Ascorbinsaure

Benzonase

Bisacrylamid

BCIP

2,3-Butandionmonoxime (BDM)
Bromphenolblau

BSA

Carnitin

Collagenase, Typ CLS I
Creatin
Cytosin-B-Arabinofuranosid
Ethanol

FCS

HEPES

Isoproterenol

MAP-Kinase Antikorper
Medium 199/Earl’s Salts
Methanol

Mercaptopropanol

NBT
Penicillin-Streptomycin-Lésung
14C-Phenylalanin

Phenylephrin

SB 202190

SDS

SDS-6H-Molecular Weight Standard

Saccharose

Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Serva, Heidelberg

Fluka, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Applichem, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma, Taufkirchen
Biochrom, Berlin

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Riedel de Haen, Seelze

PAA Laboratories, Colbe
Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma, Taufkirchen
Calbiochem, Bad Soden
Invitrogen, Karlsruhe

Riedel de Haen, Seelze
Merck-Suchard, Hohenbrunn
Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Amersham, Freiburg

Sigma, Taufkirchen
Calbiochem, Bad Soden
Merck, Darmstadt

BSigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt
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Taurin Sigma, Taufkirchen
TEMED Sigma, Taufkirchen
Tris/HCI Merck, Darmstadt
Triton X-100 Serva, Heidelberg

Natriumvanadat Merck, Darmstadt

Die Ubrigen verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Roche
Merck (Darmstadt),

(Taufkirchen) und Calbiochem (Bad Soden) in der hdchsten erhaltlichen Qualitat

Diagnostics (Mannheim), Riedel-de-Haen (Seelze), Sigma

bezogen. Alle verwendeten Chemikalien wurden nach Herstellerangaben gel6ést und

aufbewabhrt.

2.2  Gerate und Laborbedarf

2.2.1 Zellkultur

Praparationsbesteck

Langendorff-Apparatur

Gewebehacker
Nylonnetz
Sterilbank
Brutschrank

Mikroskop

2.2.2 SDS-Gelelektrophorese

Elektrophorese-Netzgerat
Vertikale Elektrophoresekammer

Elektroblotkammer

10

Aeskulap, Heidelberg

Eigenbau, Werkstatt Physiologisches
Institut, Justus-Liebig-Universitat
Giel3en

Harvard Apparatus, USA

NeolLab, Heidelberg

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

TMS-F, Nikon, Japan

Biotec-Fischer, Reiskirchen
Biometra, Gottingen

Biometra, Gottingen
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2.2.3 Elektrische Zellstimulation

Netzgerat

Schalen

2.2.4 Sonstige Geréte

Demineralisierungsanlage
Flassig-Szintillationszahler
Glasgerate

Heizruhrer
Mikrotiterplatten-Photometer
pH-Meter

Photometer

Pipetten

Vortexer

Wasserbad

Zentrifugen

2.3  Verbrauchsmaterialien

Immobilon P
Hybond-N Nylon, 0,45 Micron

Kulturschalen

Reaktionsgefalie
Pipettenspitzen

Sterilfilter (0,2 ym Porenweite)
Szintillationsgefaf

Einweg-Zellschaber

11

Biometra, Gottingen

Eigenbau mit Six-wells Schalen Typ
Falcon 3046, Werkstatt des
Physiologisches Instituts, Justus-

Liebig-Universitat Giel3en

Millipore, Eschborn
Canberra-Packard, Frankfurt a. M.
Schott, Mainz

Jahnke & Kunkel, Staufen
Dynatech, Denkendorf

WTW, Weilheim

Amersham, Freiburg
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Heidolph, Kelheim

Julabo, Seelbach

Heraeus, Hanau

Millipore, Eschborn

Amersham, Braunschweig

Typ: Falcon 3001, Typ Falcon 3046

Becton Dickinson, Heidelberg
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Sartorius, Géttingen

Canberra-Packard, Frankfurt a. M.

Typ Falcon 3087, Becton Dickinson,

Heidelberg
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2.4  Auswertungs-Software

Image Quant Molecular Dynamics, Krefeld

12
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3 Methoden

3.1 Isolierung von Herzmuskelzellen

3.1.1 Versuchstiere

Die verwendeten Wistar-Ratten entstammten der Zichtung des
Physiologischen Instituts der Justus-Liebig-Universitat Giessen und hatten freien
Zugang zu Nahrung (Standardfutter Altromin®) und Wasser. Zur Gewinnung der
Kardiomyozyten wurden ausschlielich adulte mannliche Tiere mit einem

Lebendgewicht von 300-400 g verwendet.

3.1.2 Préaparation und Isolierung von Myozyten aus dem Rattenherz

Vor Beginn der Praparation wurde eine Langendorff-Perfusionsanlage mit
Powell-Medium befullt und auf 37°C erwarmt. Die Tiere wurden mit Ather narkotisiert
und ihnen anschlieRend das Genick gebrochen. Ohne Verzug wurde der Thorax in
der Mittellinie eroffnet, das Herz mitsamt der Lunge im oberen Mediastinum
abgetrennt und in eine vorbereitete Petrischale mit 4°C kalter physiologischer
Kochsalzlésung eingebracht. Nach Entfernung der Lungenlappen sowie
anhangender Gewebereste erfolgte die retrograde Perfusion des Herzens uUber die
Aorta ascendens mittels der Langendorff-Apparatur. Dabei wurde zunéchst das in
den Herzhohlen verbliebene Blut mit Powell-Medium ausgewaschen. Uber die
anschlieBenden 25 Minuten wurde das Herz mit 50 ml Collagenase-Puffer

rezirkulierend mit einer Flussrate von 2-3 ml pro Minute perfundiert.

Nach Beendigung der Perfusion wurden Aorta und Vorhofe abgetrennt und
allein die ventrikularen Anteile weiter verwendet. Diese wurden mittels eines
Skalpells grob geviertelt und durch einen Gewebehacker jeweils zweimal langs und
guer mit einer Schnittstarkeneinstellung von 07 bearbeitet. Der entstandene Zellbrei,
der sich Uberwiegend noch aus Zellkonglomeraten zusammensetzte, wurde mit 30 ml
Collagenasepuffer versetzt und unter standiger Carbogen-Begasung im Wasserbad
fur zehn Minuten nachverdaut. Dabei unterstitzte vorsichtiges Auf- und Abpipettieren

die weitere Vereinzelung der Herzmuskelzellen.
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Nachfolgend ermdoglichte die Verwendung eines Nylonnetzes mit einer
PorengréfRe von 200 um das Abfiltrieren von Zelltrimmern und Geweberesten. Die
gewonnene Suspension wurde drei Minuten bei 25 x g zentrifugiert und der
Collagenase-Puffer im Uberstand abgesaugt. Das verbliebene Zellmaterial wurde
darauf mit Powell-Medium, welches eine Calcium-Konzentration von 200 uM aufwies,
resuspendiert. Dieser Schritt wiederholte sich nach erneuter gleichartiger
Zentrifugation, allerdings mit einer auf 400 yM erh6hten Calcium-Konzentration im
Powell Medium. Die dadurch erhaltene Suspension verteilte man auf mit
Gradientenlésung geflllte Reagenzglaser, deren Anzahl den praparierten Herzen
entsprach. Nach erneuter einminttiger Zentrifugation erhielt man eine Zellpopulation,

welche zu 40-60% aus intakten stdbchenférmigen Kardiomyozyten bestand.

Powell-Medium:

NaCl 110 mM
NaHCO; 25 mM
KCI 2,6 mM
KH2PO,4 1,2 mM
Glukose 11 mM
Mg.SO4x H,0 1,2 mM
Collagenase-Puffer:

Powell-Medium 50 ml

Collagenase

Calcium-Stammldsung (100 mM)

Gradienten-LAsung:

20 mg (chargenabhéangig)
12,5 ul

Powell-Medium xml
Albumin 4 % (wt/vol)
CaC|2 1mM
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3.2  Zellkultur

3.2.1 Vor- und Ausplattieren

Um zu gewahrleisten, dass sich die intakten Kardiomyozyten an den
Kulturschalen anheften, wurden diese fur mindestens vier Stunden bei 37C mit
Vorinkubationsmedium beschichtet, welches kurz vor dem Ausplattieren wieder

abgesaugt wurde.

Zum Ausplattieren wurden die gewonnenen Herzmuskelzellen in bereits auf
37T vorgewarmtes CCT-Kulturmedium aufgenommen und mittels einer Glaspipette
auf die Schalen gegeben. Durchschnittich wurde die Zellsuspension eines
praparierten Herzens in 20 ml CCT-Kulturmedium resuspendiert und die
vorbereiteten Falcon-Schalen mit jeweils etwa 1 ml beflllt. Die angelegte Zellkultur
eines Herzens entsprach dabei etwa 20 Kulturschalen. Im Mittel wurde eine

Zelldichte auf den Schalen von etwa 5 x 10 erzielt.

Um nach dem Ausplattieren eine Anheftung der intakten Kardiomyozyten am
Boden der Kulturschalen zu ermaoglichen, erfolgte zunachst eine Inkubation Uber
zwei bis vier Stunden bei 37T unter CO ,-freien Bedingungen im Brutschrank. Durch
anschlieBendes einmaliges Waschen und Befillen der Schalen mit 1 ml CCT-
Kulturmedium wurden abgerundete oder nicht haftende Zellen entfernt. Die dadurch
erhaltene Zellpopulation setzte sich zu 90% aus intakten stdbchenférmigen
Kardiomyozyten zusammen und konnte nach einer Ruhephase von mindestens 20

Minuten zu Versuchszwecken genutzt werden.

Vorinkubationsmedium:

M199/HEPES gepuffert x mi

FCS 4 % (vol/vol)
Penicillin 100 IE/ml
Streptomycin 100 pg/ml
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M199/HEPES gepuffert:

Medium 199/Earl’'s Salts 9,8 g/l
HEPES 15 mM
Auf pH 7,4 titriert und steril filtriert

CCT-Kulturmedium:

M199/HEPES gepuffert x mi
Creatin 5mM
Carnitin 2mM
Taurin 5mM
Penicillin 100 IE/ml
Streptomycin 100 pg/ml
Cytosin-B-Arabinofuranosid 10 uM

Auf pH 7,4 titriert und steril filtriert

3.2.2 Verwendung der Kardiomyozyten in  Kurzzeit- beziehungsweise

Langzeitkulturen

Die unter 3.1.2 gewonnenen isolierten Kardiomyozyten waren nach dem
Ausplattieren und Anheften auf den Kulturschalen sowohl als Langzeit- als auch als
Kurzzeitkulturen verwendbar. Kurzzeitkulturen wurden nach dem Ausplattieren in
CCT-Kulturmedium inkubiert, am gleichen Tag entsprechend des Versuchsprotokolls
verwendet und innerhalb von 24 Stunden geerntet. Die Zellkontur blieb hierbei

stabchenférmig.

Zur Gewinnung von Langzeitkulturen wurden die Kardiomyozyten nach dem
Ausplattieren Uber héchstens sechs Tage in CCT-Kulturmedium mit einem
Serumanteil von 20% im Brutschrank bei 37<C inkubie rt. Darauf konnten die Kulturen
nach mindestens zweimaligem Waschen mit 1 ml CCT zu Versuchszwecken
verwendet werden, indem sie in serumfreien CCT-Kulturmedium entsprechend dem

Versuchprotokoll inkubiert und innerhalb von 24 Stunden geerntet wurden.
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Kurzzeitkulturmedium:

CCT-Kulturmedium x ml
Penicillin 100 IE/ml
Streptomycin 100 pg/ml
Ascorbinsaure 100 uM

Langzeitkulturmedium:

CCT-Kulturmedium x ml

FCS 20% (vol/vol)
Penicillin 100 IE/ml
Streptomycin 100 ug/l

3.3  Elektrische Stimulation der Kardiomyozyten

3.3.1 Probenvorbereitung

Die Herzmuskelzellen wurden auf bereits vorplattierte Six-wells vom Typ
Falcon 3046 ausplattiert. Die Deckel der Kulturschalen hatte die hauseigene
Werkstatt dergestalt mit Drahten versehen, dass auf dem Niveau der anhaftenden
Zellen ein Stromfluss erzeugt werden konnte. Dies wurde durch zwei am Deckel
fixierte, gegenuberliegende U-férmige Drahtschlingen ermdéglicht, die parallel
zueinander dem Schalenboden auf einer Lange von etwa 1,5 Zentimetern auflagen.
Der Abstand zwischen den beiden Schlingen entsprach dabei etwa zwei Dritteln des
Schalendurchmessers. Indem die gegenuberliegenden Drahte jeweils mit den
entgegengesetzten Polen eines Netzgerates verbunden wurden, konnten die
Kardiomyozyten mittels elektrischer Stimulation auf eine vorgegebene

Schlagfrequenz eingestellt werden.

3.3.2 Elektrische Stimulation adulter Kardiomyozyten

Nach Inkubation der Zellen mit den dem Versuchsprotokoll entsprechenden
Substanzen und Verwendung des praparierten Deckels, erfolgte die elektrische
Stimulation. Uber maximal 24 Stunden wurden die Herzmuskelzellen mit einer

Frequenz von 0,5 Hz bei 37T im Brutschrank stimuli ert. Die Zellernte diente, je nach
17
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Zielsetzung und Aufbau des Versuches, als Probenmaterial fur anschliel3ende
gelelektrophoretische Methoden oder aber der Quantifizierung biochemischer

Prozesse, wie in 3.4 beschrieben.

3.4 Methoden zur Quantifizierung der Proteinsynthes e sowie der RNA- und
DNA-Synthese

Der Nachweis vermehrter Proteinsynthese innerhalb des Versuchszeitraumes
erfolgte anhand des Einbaus von radioaktiv markierten Phenylalanin (**C-
Phenylalanin) in zelleigenes Protein. Diese Aminosaure wird von adulten
Kardiomyozyten der Ratte weder synthetisiert noch metabolisiert (Morgan et
al.,1971), sondern dient allein als Substrat der Proteinsynthese. Uber die radioaktive
Markierung der Aminosaure gelang im B-Counter deren Quantifizierung anhand der
gemessenen Zerfallsereignisse pro Minute. Die Anzahl der gemessenen
Zerfallsereignisse entsprach dabei einem Mittelwert aus dem Messzeitraum von funf
Minuten. Die Einbaurate von Phenylalanin diente als Mal3 fur die zellulare
Proteinsynthese. Sie errechnete sich aus dem Verhdaltnis zwischen der
Phenylalaninfraktion, die im Uberstand zuriickblieb sowie derjenigen, die in der
Proteinsynthese verbraucht und in zelleigenes Protein eingebaut worden war. Die
erste Fraktion lie3 sich aus der Aktivitdt im Medium bestimmen, die zweite Fraktion
wurde aus dem Zellhydrolysat der Kardiomyozyten bestimmt (3.4.1). Die Messung
von RNA- und DNA-Gehalt erfolgte photometrisch ebenfalls aus dem Zellhydrolysat
(siehe 3.4.3 und 3.4.4).

3.4.1 Probengewinnung

Die verwendeten Kurzzeit- oder Langzeitkulturen wurden nach einmaligem
Waschen mit CCT in 1ml **C-Phenylalanin-haltigem Medium (ber 24 Stunden bei
37T im Brutschrank inkubiert. Je nach Versuchsprot okoll wurden ausgewahlten
Agenzien zugegeben. Zur Beendigung der Inkubation wurde das Induktionsmedium

abgesaugt und die Schalen einmalig mit 1 ml kaltem PBS gewaschen.

Die Proteinfraktion des Uberstandes wurde durch Zugabe von 1 ml 10%iger

TCA-L6sung (wt/vol) je Kulturschale bei 4C Uber Na cht geféllt. Am darauffolgenden
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Tag wurden 500 pl je Schale entnommen, mit 4 ml Szintillationsflissigkeit versetzt
und die Zerfallsereignisse, als MaR fir enthaltenes **C-Phenylalanin, im B-Counter
gezahlt. Die ermittelte Aktivitat entsprach der Aminoséaurenfraktion, die nicht in der

zellularen Proteinsynthese verbraucht worden war, dem sogenannten Precursorpool.

Der folgende Arbeitsgang diente der Gewinnung von Probenmaterial zur
Bestimmung der intrazellularen Parameter: RNA-, DNA- und Proteingehalt der
Kardiomyozyten. Nach Entnahme des Precursorpools wurde die restliche Flissigkeit
auf der Kulturschale verworfen und diese einmalig mit 1 ml kaltem PBS gewaschen,
bevor die am Boden haftenden Zellen mit 1 ml 1 N NaOH/0,01% SDS (wt/vol) flr ein
bis zwei Stunden bei 37C im Brutschrank hydrolysie rt wurden. Das gewonnene
Zellhydrolysat diente in den folgenden Arbeitsschritten der Bestimmung von RNA-,

DNA- und Proteingehalt der Kardiomyozyten.

Induktionsmedium:

CCT-Kulturmedium x ml
1“C-Phenylalanin 0,1 pCi/ml
Penicillin 100 IE/ml
Streptomycin 100 pg/ml
Ascorbinsaure 100 uM
10xPBS:

NaCl 150 mM
NaH,PO4 x H,O 4 mM
Na,HPO4 x H,0 16 mM

Auf pH 7,3 titriert

3.4.2 Bestimmung der Proteinsynthese anhand der **C-Phenylalanin-Inkorporation

Zur Bestimmung derjenigen **C-Phenylalaninfraktion, die in zellulares Protein
eingebaut worden ist, entnahm man von dem unter 3.4.1 gewonnenen Zellhydrolysat
250 pl und versetzte diese mit 4 ml Szintillationsfllissigkeit. Anschliel3end wurden im
B-Counter die Zerfallsereignisse pro Minute gemessen. Anhand des Verhéaltnisses

von *C-Phenylalanin im Zellhydrolysat und im Uberstand (3.4.1) errechnete sich die
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Einbaurate in zellulares Protein. Als Referenzwert wurden im B-Counter zuséatzlich

die Zerfallsereignisse der Szintillationsflussigkeit allein bestimmit.

3.4.3 Ermittlung der RNA-Konzentration

Grundlage fur die Bestimmung des RNA-Gehaltes der Proben war das unter
3.4.1 gewonnene Zellhydrolysat. Davon wurden 500 yl entnommen und die gleiche
Menge 10%ige TCA-Lo6sung (wt/vol) hinzugegeben, um Uber Nacht bei 4C die
Proteinfraktion zu fallen. Anschlieend wurden die Proben Uber 15 Minuten bei
14000 x g zentrifugiert und der im Uberstand befindliche RNA-Gehalt photometrisch
bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt. Zusatzlich ermittelte man als zu
subtrahierenden Leerwert die Extinktion des Ansatzes bei 320 nm. Die Extinktion von

1 OD entsprach einer RNA-Konzentration von 40 ug/ml.

3.4.4 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Bestimmung des DNA-Gehaltes erfolgte im Anschluss an die unter 3.4.3
beschriebene RNA-Messung. Der zur RNA-Messung dienende Uberstand wurde
zuvor vorsichtig abpipettiert. Das nach der Zentrifugation am Boden des Eppendorf-
Gefales verbliebene Pellet wurde mit je 250 pl 1 N NaOH/0,01% SDS (wt/vol) und
10%iger TCA-Losung (wt/vol) resuspendiert. Die erhaltene Losung wurde auf eine
Mikrotiterplatte aufgetragen und mit Acridin-Orange im Verhéltinis 1:100
(Stocklésung 600 pg/ml) versetzt. AnschlieRend wurde der Ansatz bei
Raumtemperatur Uber ein bis zwei Stunden unter Lichtabschluss inkubiert. Daraufhin
bestimmte man im Mikrotiterplatten-Fluoreszenzmessgerat bei 485 nm die
Anregungswellenlange und bei 538 nm die Emissionswellenlange. Zur
Quantifizierung des DNA-Gehaltes wurden die gewonnenen Messwerte mit einer
Eichkurve verrechnet, die mit DNA aus Salmontestes, gelost in 1IN NaOH/0,01%
SDS (wt/vol), in Konzentrationen zwischen 0 und 2,0 mg/ml erstellt wurde.
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3.5 Proteinbestimmung nach Bradford

Die quantitative Bestimmung der Gesamtproteinmenge erfolgte nach Bradford
et al. (1976) mit Hilfe des Farbstoffes Coomassie Brillant Blue G-250. Aus dem unter
3.4.1 gewonnen Zellhydrolysat wurde von jeder Schale, jeweils in dreifacher
Ausfuhrung, 10 pl auf eine Mikrotiterplatte Ubertragen und mit 200 ul Bradford-
Reagenz versetzt. Dabei lie3 sich, je nach Proteingehalt der Probe, bereits ein
deutlicher Farbumschlag in den Blaubereich erkennen, da die Proteinbindung des
enthaltenen Farbstoffes eine Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465 auf
595 nm bewirkte. Daher konnte nachfolgend eine Bestimmung des Proteingehaltes
der Proben, anhand des beigefligten Standards, Uber deren Extinktion bei 595 nm im
Photometer erfolgen. Zur Quantifizierung der Gesamtproteinmenge diente als
Standard BSA gel6st in 1IN NaOH/0,01% SDS (wt/vol) in den Konzentrationen 0,0;
0,2; 0,4;0,6; 0,8 und 1,0 mg/ml.

Bradford-Reagenz:

Coomassie Brillant Blue G-250 0,1 % (wt/vol)
96 % Methanol 5 % (vol/vol)
85 % ortho-Phosphorsaure 10 % (vol/vol)

Aqua bidest. ad 1 |

3.6  Protein-Gelelektrophoretische Methoden

3.6.1 Probenvorbereitung

Als Probenmaterial fiir die Gelelektrophorese dienten sowohl Kurzzeit- als
auch Langzeitkulturen, wie unter 3.2 beschrieben, beziehungsweise auch elektrisch
stimulierte Kardiomyozyten aus Kurzzeitkulturen (siehe 3.3). Nach Beendigung des
Versuches wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Kulturschalen mit den
haftenden Herzmuskelzellen einmalig mit 1 ml kaltem PBS gewaschen. Die Zugabe
von 100 pl Lysis-Puffer je Schale und Inkubation Gber 15 Minuten bei
Raumtemperatur auf einem Schittler bewirkte eine Auflésung der Zellmembranen
sowie beginnende Ablésung der Zellen. Das im Puffer enthaltene Natrium-ortho-

Vanadat diente der Hemmung der Protein-Tyrosin-Phosphatasen. Zum Verdau der
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Nukleinsauren wurde daraufhin Benzonase (Endkonzentration auf der Schale 50
U/ml) zugefiugt und die Kulturschalen Uber weitere 15 Minuten auf dem Schittler
belassen. Anschlieend wurden die Zellen abgeschabt, in ein Eppendorf-Gefald
uberfihrt und mit 50 yl 2xLaemmli-Puffer versetzt. Fir weitere 15 Minuten erfolgte
bei 60C im Eppendorf-Inkubator die Denaturierung d es enthaltenen Proteins. Die

Proben standen nun zur weiteren Verwendung bereit und konnten bei —-80C gelagert

werden.

Lysispuffer:

Tris/HCI 50 mM

SDS 2 % (wt/vol)
Mercaptopropanol 10 % (vol/vol)
Natrium-ortho-Vanadat (1 mM) 10 % (vol/vol)
pH 6,7

2xLaemmli-Puffer:

Tris/HCI 0,5mM
Glycerin 25 % (vol/vol)
SDS (10 %ig) 4 % (wt/vol)
Mecaptopropanol 1 % (vol/vol)
Bromphenolblau 0,1 % (wt/vol)
pH 6,8

3.6.2 Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte als SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Diese Technik erlaubt eine elektrophoretische
Auftrennung der Proteine auf der Basis des Molekulargewichtes. Verwendung fanden
ausschlief3lich diskontinuierliche Gele, bestehend aus Sammelgel und Trenngel,
wobei sich die beiden Fraktionen in der Konzentration von Acrylamid und dessen
Verhaltnis zu Bisacrylamid unterschieden. Nach dem Beladen des Gels mit jeweils
25 pl Probenmaterial aus der Zellernte erfolgte die elektrophoretische Auftrennung

der Proteine bei 40 mV. Zur Molekulargewichtsbestimmung wurden Protein-
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Molekulargewichtsmarker zwischen 29 und 205 kDa (SDS-6H-Molecular Weight

Standard) gleichzeitig auf das Gel aufgetragen.

Trenngel:

AA/BAA (100:1) 12,5 mi
Trenngelpuffer 7,5 ml
Aqua bidest. 10 ml
APS 10 % (wt/vol) 200 pl
TEMED 25 pl
SDS 10 % (wt/vol) 300 ul

4x Trenngelpuffer:

Tris/HCI 15M

SDS 0,4 % (wt/vol)
ph 8,8

Sammelgel:

AA/BAA (30:1) 1,2 ml
Sammelgelpuffer 2,5ml

Aqua bidest. 6,4 mi

APS 10 % (wt/vol) 100 pl
TEMED 12 ul

SDS 10 % (wt/vol) 150 pl

Sammelgelpuffer:

Tris/HCI 0,5M
SDS 0,4 % (wt/vol)
pH 6,8

Die angegebenen Mengenangaben waren ausreichend fur jeweils zwei Gele.
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Laufpuffer (SDS-Page):

Glycin 1,44 % (wt/vol)
Tris/HCI 0,3 % (wt/vol)
SDS 0,1 % (wt/vol)

Aqua bidest. ad 1l

3.6.3 Western-Blot-Verfahren

Die durch die Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden im ,semi-dry-
blotting-Verfahren* elektrophoretisch nach Kyhse-Andersen (1984) auf eine PVDF
Membran transferiert. Dazu wurden zunéchst drei Blatt Filterpapier mit
konzentriertem Anodenpuffer durchtrankt und luftblasenfrei auf die Anode der
Blotkammer aufgelegt. Dariber kam gleichermalRen behandeltes Papier mit
Anodenpuffer sowie die in 70%iges Methanol und Anodenpuffer getauchte
Blotmembran zu liegen. Vorsichtig wurde nun das Sammelgel abgetrennt und das
Trenngel luftblasenfrei auf die Blotmembran aufgebracht. Den Abschluss bildeten
drei mit Kathodenpuffer befeuchtete Filterpapiere sowie die Kathode der Blotkammer.
Der Proteintransfer erfolgte tber zwei Stunden bei Raumtemperatur mit einer

konstanten Stromstarke von 0,8 mA/cm?.

Konzentrierter Anodenpuffer:

Tris/HCI 300 mM
Methanol 20 % (vol/vol)
pH 10,4

Anodenpuffer:

Tris/HCI 30 mM
Methanol 20 % (vol/vol)
pH 10,4
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Kathodenpuffer:

Tris/HCI 25 mM
6-Aminohexansaure 40 mM
Methanol 20 % (vol/vol)
pH 9,4

3.6.4 Immunologische Nachweismethoden nach Western-Blot

Der Einsatz spezifischer Antikbrper ermoglichte die optische Darstellung einer
bestimmten Proteinfraktion auf der PVDF-Membran. Verwendung fanden hier
zweierlei Antikdrper, wobei der Erstantikbrper an die gewlnschte Proteinfraktion auf
der PVDF-Membran bindet, der Zweitantikérper dagegen an den Fc-Teil des
Erstantikorpers. Um diese Reaktionen optisch darzustellen und zu quantifizieren, war
der Zweitantikorper mit dem Enzym Alkalische Phosphatase konjugiert, welches bei
Kontakt mit der Entwicklerlosung eine Farbreaktion auslost, die mit steigender

Enzymmenge an Intensitat gewinnt.

Nach abgeschlossenem Proteintransfer (3.6.3) erfolgte zur Absattigung
unspezifischer Bindungsstellen eine Inkubation der PVDF-Membran tber mindestens
zwei Stunden in 2 % BSA (wt/vol) in TBS-Puffer. Darauf wurde die Membran zweimal
tber funf Minuten mit TBS gewaschen und wahrend zwei Stunden bei
Raumtemperatur im Erstantikbrper inkubiert, bevor wiederum die Membran drei mal
zehn Minuten mit 0,1 % Triton (vol/vol) in TBS-Puffer gewaschen wurde. Darauf
erfolgte eine zweistiindige Inkubation im Zweitantikdrper, bevor sich wiederum ein
Waschvorgang uber je drei mal finf Minuten mit 0,5 % Triton (vol/vol) in TBS-Puffer
anschloss. Durch Zugabe der Entwicklerlosung wurden die detektierten Proteine auf
der bisher weil3 erscheinenden Membran als violette Banden sichtbar. Diese
Reaktion beruht, wie oben erwahnt, auf der Enzymwirkung der Alkalischen
Phosphatase. Das in der Entwicklerlésung enthaltene 5-Brom-4-Chloro-3-Indolyl-
Phosphat (BCIP) wird reduziert und prazipitiert mit dem Farbstoff Nitro Blue
Tetrazolium (NBT) als violette Substanz. Die Entwicklung der PVDF-Membran
erfolgte in Dunkelheit Gber ein bis funf Minuten bei Raumtemperatur und wurde durch

Einbringen der PVDF-Membran in Aqua bidest. beendet.
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TBS:

Tris/HCI 10 mM
NacCl 150 mM
ph 7,4

Antikdrperldsung:

Tris/HCI 50 mM

NaCl 150 mM
Tween20 0,05 % (vol/vol)
BSA 2 % (vol/vol)
ph 7,4

Die jeweils eingesetzten Antikorper wurden im Verhdaltnis 1:1000 mit der

Antikorperlésung verdinnt.

Entwicklerlésunq:

AP-Puffer 40,0 ml
BCIP 5,2 mg
NBT 13,2 mg
AP-Puffer:

Tris/HCI 100 mM
MgCl, 5mM
NaCl 10 mM
ph 9,5

3.6.5 Immunologischer Nachweis aktivierter p38 MAP-Kinase

Als Mal3 fur den Aktivierungsgrad der p38 MAP—Kinase ist die Auspragung
ihrer Phosphorylierung anzusehen. Da der Nachweis der Phosphorylierung und somit
Aktivierung der p38 MAP-Kinase nicht auf einem Gel gefuhrt werden konnte, wurden
gleiche Mengen an Probenmaterial (25 pl) in gleicher Reihenfolge auf zwei Gele
aufgetragen. Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine und dem

erfolgten Proteintransfer auf die PVDF-Membran, wurden die beiden identisch
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beladenen Gele in zwei unterschiedlichen Antikérpern inkubiert. Von diesen bindet
einer an die gesamt dargestellte p38 MAP-Kinase, entsprechend phosphorylierten
und nicht phosphorylierten Anteilen, wahrend der andere spezifisch die
phosphorylierte Form der p38 MAP—Kinase bindet. Der Anteil der phosphorylierten
Form an der gesamt dargestellten p38 MAP-Kinase entsprach deren

Aktivierungsgrad.

3.6.6 Auswertung der Gele

Die densitometrische Quantifizierung der Banden auf der PVDF-Membran
erfolgte auf dem PC mit Hilfe des Programms Image Quant® (Molecular Dynamics,
Krefeld).

3.7 Statistik

Die Messwerte wurden als Mittelwerte £ der Standardabweichung (SD) oder
dem Standardfehler des Mittelwertes (SEM) aus n unabhangigen Experimenten
angegeben. Statistische Differenzen innerhalb einer Gruppe wurden durch
Varianzanalysen (ANOVA) unter Nutzung des Student—-Newmann—Keuls—Testes
durchgefiihrt. Wurden zwei Gruppen verglichen, fand der T-TEST Anwendung.

Differenzen mit p < 0,05 galten als statistisch signifikant.
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4 Ergebnisse

4.1 Expression verschiedener hypertrophierelevanter Proteinkinasen in

Langzeitkulturen adulter Kardiomyozyten

Aufgrund der unterschiedlichen hypertrophen Ansprechbarkeit des p-
Adrenozeptors in Kurzzeit- und Langzeitkulturen wurden serumkultivierte
Kardiomyozyten auf eine veranderte Expression von Signaltransduktionsmolekulen
untersucht, deren Beteiligung an der hypertrophen Wachstumsregulation des
Herzens bekannt ist. Mit Hilfe spezifischer Antikdrper gegen die p38 MAP-Kinase, die
p42/44 MAP-Kinase (ERK), die Proteinkinase B (PKB) sowie Isoformen der
Proteinkinase C wurde deren Expression tUber SDS-Gelelektrophorese und Western-
Blot-Technik quantifiziert. Die Kardiomyozyten wurden uber maximal funf Tage

kultiviert und taglich ein Anteil der Kulturschalen geerntet.

Die Expression der p38 MAP-Kinase war ab dem dritten Tag der Zellkultur
gegenuber dem Kontrollniveau (Expression am Tag eins der Zellkultur) signifikant
erhoht und blieb bis zum flinften Tag auf signifikant erhdhtem Niveau. Die Expression
von p42/44 MAP-Kinase, Proteinkinase B (PKB) und Isoformen der Proteinkinase C
blieb unverandert (Abb. 4.1.1 und 4.1.2).
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Abbildung 4.1.1: Expression verschiedener Signaltra  nsduktionsmolekile in
Langzeitkulturen adulter Kardiomyozyten
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Abb. 4.1.1: Serumkultivierte Kardiomyozyten zeigen ab dem dritten Tag der Zellkultur
eine signifikant erhohte Expression der p38 MAP-Kin  ase. Die Expression der p42/44
MAP-Kinase (ERK), der Proteinkinase B (PKB) sowie d er PKC a und PKC & blieben
unverandert. Die Kardiomyozyten wurden Uber langste ns funf Tage in Anwesenheit
von aktiviertem TGF- B kultiviert und téglich die Expression der verschie denen
Proteinkinasen bestimmt. Dargestellt sind Mittelwer te £ SEM aus n = 4 Kulturen, * = p
< 0,05 vs. Expression am Tag eins der Kultur.
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Abbildung 4.1.2: Reprasentative Western-Blots zeige  n die Expression jeweils
einer Proteinkinase in serumkultivierten Kardiomyoz yten im
Verlauf von funf Tagen
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Abb. 4.1.2: Dargestellt sind funf reprasentative We  stern-Blots, welche jeweils die

Auspragung der Expression einer Proteinkinase im Ve rlauf von finf Tagen zeigen. Ab

dem dritten Tag der Zellkultur ist die vermehrte Ex  pression der p38 MAP-Kinase
deutlich an der intensiveren Bandenféarbung zu erken nen. Die weiteren Proteinkinasen

PKC a, PKC 8, PKB und p42/44 MAP-Kinase (ERK) zeigen Uber den g leichen Zeitraum
keine signifikante Anderung der Bandenintensitét.

4.2 B-adrenerg induzierte Aktivierung der p38 MAP-Kinase in Kurzzeit- und
Langzeitkulturen

Wie unter 4.1 beschrieben, exprimieren serumkultivierte Kardiomyozyten
vermehrt das Signaltransduktionsmolekil p38 MAP-Kinase. Um einen vermuteten
Zusammenhang zwischen der hypertrophen Ansprechbarkeit [-adrenerger
Rezeptoren in Langzeitkulturen und der hier ebenfalls beobachteten vermehrten
Expression der p38 MAP-Kinase aufzuklaren, wurde jeweils an serumkultivierten als
auch an frisch isolierten Kardiomyozyten untersucht, inwieweit die p38 MAP-Kinase
in die Signaltransduktion B-adrenerger Rezeptoren integriert ist. Die Tatsache, dass
die p38 MAP-Kinase durch eine spezifische Phosphorylierung in ihre aktive Wirkform

uberfuhrt wird, ermoglichte es, anhand des Anteils von phosphorylierter Form an der
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gesamt nachgewiesenen p38 MAP-Kinase, den Aktivierungsgrad der p38 MAP-

Kinase zu bestimmen.

Es zeigte sich, dass in Kurzzeitkulturen nach 60-mindtiger B-adrenerger
Stimulation mit Isoproterenol, gegenltber unstimulierten Kontrollen, eine signifikante
Aktivierung der p38 MAP-Kinase nachweisbar war. Ein kirzerer Stimulus von
lediglich 30 Minuten bewirkte dagegen keine signifikante Aktivierung. Die nach dem
gleichen Versuchsprotokoll erhobenen Ergebnisse an Langzeitkulturen zeigten
ebenfalls eine signifikante Aktivierung der p38 MAP-Kinase erst nach 60-minutiger
Stimulation mit Isoproterenol, gegeniber dem Kontrollniveau unstimulierter
Kardiomyozyten. Entsprechend war sowohl in Kurzzeit- als auch in Langzeitkulturen,
also unabhangig von TGF-pB, eine signifikante Aktivierung der p38 MAP-Kinase nach
B-adrenerger Stimulation nachweisbar (Abb. 4.2.1).
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Abbildung 4.2.1: Aktivierung der p38 MAP-Kinase dur ch Isoproterenol in
Kurzzeit- und Langzeitkulturen
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Abb. 4.2.1: Dargestellt ist die Aktivierung der p38 MAP-Kinase in Kurzzeit- und
Langzeitkulturen adulter Kardiomyozyten. Isoprotere nol aktiviert nach 60-minutiger
Stimulation, unabhéngig von TGF- B, die p38 MAP-Kinase signifikant. Die
Herzmuskelzellen wurden jeweils tber 15, 30 und 60 Minuten mit Isoproterenol (Iso,
100 nM) stimuliert. Die Aktivierung der p38 MAP-Kin  ase Uber Western-Blots bestimmt.
Als Kontrollen dienten nicht-stimulierte Kardiomyoz yten jeweils jeder Kultur. Die
Ergebnisse sind Mittelwerte + SEM aus n = 4 Kulture  n, * = p < 0,05 vs. Kontrolle.
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4.3 Einfluss adrenerger Stimulation auf die Protein synthese in
Langzeitkulturen und deren Abhangigkeit von der Sig naltransduktion der
p38 MAP-Kinase

Vorherige Versuche zeigten, dass Isoproterenol gleichermal3en in Kurzzeit-
und Langzeitkulturen die p38 MAP-Kinase aktiviert. Unter Berlicksichtigung der unter
4.1 beschriebenen Ergebnisse wurde im Folgenden untersucht, ob die B-adrenerg
induzierte Hypertrophie serumkultivierter Kardiomyozyten abhangig von der
Signaltransduktion der p38 MAP-Kinase ist. Die Zellen wurden zunéchst uber sechs
Tage kultiviert. Die Proteinsyntheserate der Herzmuskelzellen nach adrenerger
Stimulation sowohl mit Isoproterenol als auch mit Phenylephrin wurde anhand des
Einbaus von **C-Phenylalanin untersucht. Zuséatzlich wurde ein Anteil der
Kulturschalen mit der Substanz SB 202190 versetzt, welche ein spezifischer Inhibitor
der p38 MAP-Kinase ist. Da die p38 MAP-Kinase nicht in die Signaltransduktion a-
adrenerger Wachstumsregulation involviert ist, wurde die Spezifitat von SB 202190
dadurch untersucht, dass Kardiomyozyten der gleichen Préparation sowohl mit als
auch ohne Vorinkubation mit SB 202190 mit dem a-Sympathomimetikum
Phenylephrin stimuliert wurden. Zum anderen wurden die Kardiomyozyten allein mit
SB 202190 inkubiert.

Die erhobenen Ergebnisse an Langzeitkulturen zeigten, dass diese sowohl
nach [(-adrenerger Stimulation mit Isoproterenol (100 nM) als auch nach o-
adrenerger Stimulation mit Phenylephrin (10 uM) eine gegenuber nicht-stimulierten
Kontrollen signifikante Steigerung zum einen der Inkorporation von **C-Phenylalanin
zum anderen der Gesamtproteinmenge aufwiesen. Dabei unterschieden sich die
Einbauraten nach a- und -adrenergem Stimulus nicht signifikant voneinander. Die
durch lIsoproterenol-vermittelte Steigerung der Proteinsyntheserate konnte durch
Hemmung der p38 MAP-Kinase mit SB 202190 signifikant inhibiert werden. Die a-
adrenerg induzierte Proteinsynthesesteigerung blieb auch nach Vorinkubation mit SB
202190 signifikant erhoht. Die Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung der p38
MAP-Kinase flur die B-adrenerg induzierte Hypertrophie in Langzeitkulturen. Die
Inkubation der Kardiomyozyten mit SB 202190 allein ergab keinen Effekt hinsichtlich
der Proteinsyntheserate (Abb. 4.3.1).
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Abbildung 4.3.1: a- und B-adrenerg induzierte Proteinsynthesesteigerung in
Langzeitkulturen und Hemmung  B-adrenerger Effekte durch
SB 202190
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Abb. 4.3.1: In Langzeitkulturen induziert sowohl Is  oproterenol (Iso, 100 nM) als auch
Phenylephrin (PE, 10 M) eine signifikante Steigerung der Proteinsynthese  rate der
Kardiomyozyten: Links dargestellt anhand der “C-Phenylalanin-Inkorporation, rechts
dargestellt anhand des Protein/DNA-Verhaltnisses. | m Gegensatz zur a-adrenergen
Stimulation mit Phenylephrin konnte die B-adrenerg-vermittelte
Proteinsynthesesteigerung durch Vorinkubation der K ardiomyozyten mit SB 202190
(SB, 1 uyM) signifikant gehemmt werden. Inkubation allein mi t SB 202190 (SB, 1 uM)
bleibt ohne Auswirkungen auf die Proteinsynthese. D argestellt sind die Mittelwerte +
SEM aus n = 5 Kulturen. * = p < 0,05 vs. Kontrolle, # = p < 0,05 Isoproterenol bei
Vorinkubation mit SB vs. alleiniger ~ B-adrenerger Stimulation.
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4.4 Einfluss von TGF- B auf die Expression der p38 MAP-Kinase in

Langzeitkulturen

Wie unter 4.1 dargestellt, zeigen Langzeitkulturen adulter Kardiomyozyten
eine vermehrte Expression der p38 MAP-Kinase. Nachfolgend wurde ein vermuteter
Zusammenhang zwischen der Anwesenheit von aktiviertem TGF-f und der
gleichzeitig beobachteten vermehrten Expression der p38 MAP-Kinase untersucht.
Dies gelang durch Hemmung der TGF-B Wirkung im serumhaltigem Milieu mittels
neutralisierender TGF-B-Antikorper. Die Kardiomyozyten wurden uber drei
beziehungsweise sechs Tage kultiviert. Jeweils die Halfte der Kulturschalen wurden
mit TGF-B-Antikbrpern versetzt, die Ubrigen Kulturschalen wurden unter ansonsten
identischen Bedingungen kultiviert und geerntet, um darauf im Western-Blot
Verfahren die Expression der p38 MAP-Kinase zu bestimmen.

Es zeigte sich, dass sowohl unter Kontrollbedingungen als auch bei Inhibition
der TGF-B-Wirkung durch neutralisierende TGF-B-Antikérper nach drei-
beziehungsweise sechstagiger Kultivierung eine erhthte Expression der p38 MAP-
Kinase beobachtet werden konnte (Abb. 4.4.1).
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Abbildung 4.4.1: Expression der p38 MAP-Kinase in L angzeitkulturen bei
vorhandener und fehlender TGF- B-Wirkung
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Abb. 4.4.1: Zugabe von neutralisierenden TGF- B-Antikdrpern zum Kulturmedium hat
keinen Effekt auf die gesteigerte Expression der p3 8 MAP-Kinase in Langzeitkulturen.

Die Kardiomyozyten wurden uUber drei beziehungsweise sechs Tage mit TGF- B-
Antikdrpern inkubiert. Die Kontrollen erhielten kei ne weiteren Zuséatze. Die quantitative
Auswertung erfolgte nach SDS-Gelelektrophorese Uber Western-Blot-Technik.

Dargestellt sind Mittelwerte + SEM aus n = 4 Kultur  en.

4.5 Einfluss von Hyperosmolaritat auf die Aktivieru ng der p38 MAP-Kinase
sowie auf die Proteinsynthese in  Kurzzeitkulturen a  dulter

Kardiomyozyten

Nach den oben beschriebenen Ergebnissen liel3 sich als ein méglicher Grund
fehlender B-adrenerger Hypertrophie in Kurzzeitkulturen eine nicht ausreichende
Expression der p38 MAP-Kinase in den frisch isolierten Zellen vermuten. Die
folgenden Versuche basierten auf der Fragestellung, ob - wie bei der Kultivierung in

serumhaltigem Milieu - eine hypertrophierelevante Induktion der p38 MAP-Kinase

36



Ergebnisse

auch in frisch isolierten Kardiomyozyten mdglich ist. Als Einflussparameter wurde
eine mechanische Belastung der Kardiomyozyten gewdhlt. Dies erzielte man durch
hyperosmolares Kulturmedium, welches Uber einen Wasserverlust der Zelle eine

Belastung des Zytoskeletts bewirkt.

4.5.1 Aktivierung der p38 MAP-Kinase in Kurzzeitkulturen durch Hyperosmolaritat

Unter Versuchsbedingungen wurden die Kardiomyozyten Uber 24 Stunden in
hyperosmolarem Medium inkubiert. Die Kontrollen wurden unter ansonsten gleichen
Bedingungen in normoosmolarem Medium kultiviert. Der Nachweis der Aktivierung
der p38 MAP-Kinase erfolgte wiederum mit Hilfe der spezifischen Antikérper fur die
phosphorylierte sowie gesamt dargestellte Form der p38 MAP-Kinase. Anhand des
Verhéltnisses von phosphorylierter Form zu gesamt nachweisbarer p38 MAP-Kinase

gelang die Bestimmung des Aktivierungsgrades.

Nach 24-stindiger Inkubation in hyperosmolarem Medium (Saccharose
150 mM) war im Western-Blot eine deutliche Zunahme der Phosphorylierung und
somit Aktivierung der p38 MAP-Kinase nachweisbar. Diese war gegenuber dem
Kontrollniveau normoosmolar kultivierter Kardiomyozyten um 51 (x 12) % signifikant
vermehrt (Mittelwerte aus n = 3 Kulturen £ SEM, * = p < 0,05 hyperosmolar

kultivierter Kardiomyozyten gegeniiber normoosmolaren Kulturbedingungen).

Abbildung 4.5.1:  Aktivierung der p38 MAP-Kinase dur  ch Hyperosmolaritat

C C Hyperos. Hyperos.

Abb. 4.5.1: Reprasentativer Western-Blot zeigt die Aktivierung der p38 MAP-Kinase
nach 24-stindiger Inkubation in hyperosmolarem Medi um (Hyperos., Saccharose 150
mM). Die Aktivierung ist an der intensiveren Banden  farbung erkennbar, welche dem
Molekulargewicht der phosphorylierten Form der p38 MAP-Kinase entspricht. Die
Kontrollen (C) wurden tber 24 Stunden unter normoos molaren Bedingungen kultiviert.
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4.5.2 Einfluss von Hyperosmolaritat auf die Proteinsynthese adulter Kardiomyozyten

in Kurzzeitkulturen sowie deren Abhangigkeit von der p38 MAP-Kinase

Unter 4.5.1 wurde gezeigt, dass Kardiomyozyten auf die Kultivierung im
hyperosmolarem Milieu mit einer vermehrten Aktivierung der p38 MAP-Kinase
reagieren. Nachfolgend sollte untersucht werden, ob die Herzmuskelzellen unter
gleichen Bedingungen eine veranderte Proteinsynthese aufweisen und ob diese im
Zusammenhang mit der Aktivierung der p38 MAP-Kinase steht. Dazu wurde anhand
des Einbaus von '*C-Phenylalanin die Proteinsynthese hyperosmolar kultivierter
Kardiomyozyten, im Vergleich zu normoosmolar kultivierten Herzmuskelzellen,

jeweils mit und ohne Vorinkubation mit SB 202190 bestimmit.

Die Untersuchungen an hyperosmolar kultivierten Kardiomyozyten belegten
zum einen, dass diese auf die Kulturbedingungen mit einer signifikant erhghten
Proteinsynthese reagierten. Diese war im Vergleich zu den Kontrollen unter
normoosmolaren Bedingungen um etwa 50 % erhoéht (Abb. 4.5.2). Zum anderen
unterstreichen die Ergebnisse einen vermuteten Zusammenhang zwischen der
Aktivierung der p38 MAP-Kinase und konsekutiver Proteinsynthesesteigerung in
hyperosmolar kultivierten Kardiomyozyten. Die Hemmung der p38 MAP-Kinase mit
SB 202190 inhibierte die zuvor beobachtete Proteinsynthesesteigerung der

hyperosmolar kultivierten Kardiomyozyten signifikant (Abb. 4.5.2).
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Abbildung 4.5.2: Proteinsynthesesteigerung in hyper osmolar kultivierten
Kurzzeitkulturen sowie deren Hemmung durch SB 20219 0
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Abb. 4.5.2: links: Die Inkorporation von C-Phenylalanin ist nach 24-stiindiger
Inkubation in hyperosmolarem Medium (Saccharose 150 mM) gegenluber den
Kontrollen signifikant erhdht. Eine Vorinkubation m it SB 202190 (SB, 1 uM) inhibiert
diesen Effekt wiederum signifikant. Rechts: Das Pr  otein-DNA Verhéltnis ist ebenfalls
in hyperosmolar kultivierten Kardiomyozyten gegenib er den Kontrollen signifikant
erhoht und erreicht unter SB wieder das Kontrollniv eau. Die Kontrollen wurden Uber

24 Stunden mit *C-Phenylalanin in normoosmolarem Medium Kultiviert. Dargestellt
sind Mittelwerte + SEM aus n = 4 Kulturen, * = p < 0,05 vs. Kontrolle, # = p < 0,05
Vorinkubation mit SB vs. alleiniger hyperosmolarer Inkubation
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4.6 Einfluss mechanischer Aktivitat infolge elektri scher Stimulation auf die
Proteinsynthese sowie auf die Aktivierung der p38 M AP-Kinase in

Kurzzeitkulturen adulter Kardiomyozyten

Wie unter 4.5 beschrieben, scheint die p38 MAP-Kinase an der
Proteinsynthesesteigerung in hyperosmolar kultivierten Kardiomyozyten beteiligt zu
sein. Nachfolgend wurde untersucht, inwieweit eine mechanische Belastung, wie sie
zum Beispiel unter physiologischen Bedingungen im schlagenden Herzen vorkommt,
ahnliche zellulare Reaktionen bedingt. Die gleichmafiige mechanische Aktivitat
wurde im Zellkulturmodell durch elektrische Stimulation der Kardiomyozyten erreicht.
Die Differenzierung, ob der elektrische Reiz allein beziehungsweise die resultierende
Kontraktion zellulare Reaktionen induziert, erfolgte durch Verwendung von 2,3-
Butandionmonoxime (BDM, 20 mM). BDM unterbindet die Interaktion von Aktin und
Myosinfilamenten und inhibiert somit, trotz elektrischer Stimulation, die Kontraktion

der Herzmuskelzelle.

4.6.1 Einfluss elektrischer Stimulation auf die Proteinsynthese adulter

Kardiomyozyten

Die Kardiomyozyten wurden Uuber einen Zeitraum von zwei, vier oder
vierundzwanzig Stunden elektrisch stimuliert, jeweils Gber maximal 24 Stunden unter
Anwesenheit von **C-Phenylalanin inkubiert und die Proteinsynthese anhand des

Einbaus der radioaktiv markierten Aminosaure bestimmt.

Es wurde nachgewiesen, dass die Herzmuskelzellen auf vier- und
vierundzwanzigstindige elektrische Stimulation mit 0,5 Hz mit einer, gegeniber
nicht-stimulierten Kontrollen, signifikant erhéhten Proteinsynthese reagierten.
Dagegen unterschied sich die Proteinsynthese derjenigen Kardiomyozyten, die
lediglich einer zweistindigen elektrischer Stimulation ausgesetzt waren, nicht

signifikant von der ruhender Kontrollen (Abbildung 4.6.1.1).

Inwieweit die beobachtete Proteinsynthesesteigerung allein auf die
mechanische Beanspruchung zurlickzufuhren ist, wurde nachfolgend untersucht,
indem bei ansonsten gleichem Versuchsprotokoll ein Teil der Kulturschale vor einer

vierstindigen elektrischen Stimulation mit BDM (20 mM) versetzt wurde. Dabel
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konnte gezeigt werden, dass die zuvor beobachtete Proteinsynthesesteigerung
elektrisch stimulierter Kardiomyozyten mit der mechanischen Beanspruchung der
Zellen zusammenhéngt. Durch Entkopplung von elektrischer Stimulation und
resultierender Kontraktion wurde die zuvor beobachtete Steigerung der
Proteinsynthese signifikant inhibiert (Abbildung 4.6.1.2).

Abbildung 4.6.1.1: Einfluss elektrischer Stimulatio n auf die Proteinsynthese in
Kurzzeitkulturen adulter Kardiomyozyten
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Abb. 4.6.1.1: Dargestellt ist die Proteinsynthesera te in Kurzzeitkulturen adulter
Kardiomyozyten. Die Zellen wurden tber zwei, vier u  nd 24 Stunden mit einer Frequenz
von 0,5 Hz elektrisch stimuliert (0,5Hz/2h; 0,5Hz/4 h; 0,5Hz/24h) und die

Proteinsynthese Uber die Inkorporation von “C-Phenylalanin iber 24 Stunden
bestimmt. Sowohl vierstiindige als auch 24-stiindige elektrische Stimulation bewirkte
eine signifikant gesteigerte Proteinsynthese. Die K  ontrollen (C) unterlagen keiner
elektrischen Stimulation und wurden ebenfalls tber 24 Stunden kultiviert. Dargestellt

sind Mittelwerte + SEM aus n = 4 Kulturen, *=p < 0,05 vs. ruhende Kontrollen.
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Abbildung 4.6.1.2: Hemmung der  Proteinsynthesesteig  erung elektrisch
stimulierter Kardiomyozyten durch 2,3-Butandionmono xime
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Abb. 4.6.1.2: Dargestellt ist die Proteinsynthesera te in Kurzzeitkulturen adulter
Kardiomyozyten. Die Kardiomyozyten waren Uber vier Stunden einer elektischen
Stimualtion mit 0,5 Hz ausgesetzt (0,5 Hz/4h), ein Teil der Kulturschalen wurde mit
BDM (20 mM) versetzt. BDM inhibierte signifikant di e durch vierstindige elektrische
Stimulation erhdhte Proteinsynthese der Kardiomyozy ten. Die Proteinsynthese wurde
Uber den Kulturzeitraum von 24 Stunden ermittelt. D ie Kontrollen (C) wurden tber 24
Stunden ohne elektrische Stimulation kultiviert. Di e Daten sind Mittelwerte = SEM aus

n =5 Kulturen. * = p < 0,05 vs. Kontrollen, # =p < 0,05 BDM vs. alleiniger elektrischer
Stimulation.
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4.6.2 Beteiligung der p38 MAP-Kinase an der durch elektrische Stimulation

bedingten Steigerung der Proteinsynthese in Kurzzeitkulturen

Es wurde abschlielend untersucht, ob die unter 4.6.1 beobachtete
Proteinsynthesesteigerung am Modell mechanisch beanspruchter Zellen in
Abhangigkeit von der p38 MAP-Kinase erfolgt. Dazu wurden zum einen die
Kardiomyozyten Uber zwei, vier und 24 Stunden einer elektrischen Stimulation von
0,5 Hz ausgesetzt und anschlielend die Aktivierung der p38 MAP-Kinase uber
Western-Blots bestimmt. Zum anderen wurden die Kardiomyozyten Uuber vier
Stunden mit 0,5 Hz elektrisch stimuliert, um darauf Gber den Zeitraum von insgesamt
24 Stunden die Proteinsynthese der Kardiomyozyten, in Abhangigkeit von einer
Vorinkubation mit SB 202190 (SB, 1 uM), zu bestimmen. Als Kontrollen dienten
Kardiomyozyten der gleichen Pr&paration, welche ohne elektrische Stimulation unter

ansonsten gleichen Bedingungen kultiviert wurden.

Es konnte gezeigt werden, dass die Kardiomyozyten nach vierstindiger
elektrischer Stimulation, im Vergleich zu ruhenden Kontrollen, eine signifikante
Aktivierung der p38 MAP-Kinase aufwiesen (Abb. 4.6.1 und 4.6.2). Die Aktivierung
der p38 MAP-Kinase nach zwei- und 24-stiindiger Stimulation unterschied sich nicht
signifikant von der ruhender Kontrollen (Abb.4.6.1). Die Rolle der p38 MAP-Kinase in
der Signaltransduktion hypertropher Wachstumsregulation mechanisch
beanspruchter Herzmuskelzellen konnte nachfolgend n&her charakterisiert werden.
Die Ergebnisse an den elektrisch stimulierten Kardiomyozyten sprechen fir deren
Beteiligung an der mechanisch induzierten Proteinsynthesesteigerung, da bei
Hemmung der p38 MAP-Kinase mit SB 202190 eine zuvor beobachtete
Proteinsynthesesteigerung signifikant inhibiert wurde.
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Abbildung 4.6.2.1: Signifikante  Aktivierung der p38 MAP-Kinase nach
vierstundiger elektrischer Stimulation

C 0,5 Hz/2h 0,5 Hz/4h 0,5 Hz/24h

Abb. 4.6.2.1: Reprasentativer Western-Blot zeigt di e signifikante Aktivierung der p38
MAP-Kinase nach vierstundiger elektrischer Stimulat ion, erkennbar an. Die
Kardiomyozyten wurden tber zwei, vier und 24 Stunde n mit 0,5 Hz elektrisch stimuliert
(0,5 Hz/2h, 0,5 Hz/4h, 0,5 Hz/24h). Die Kontrollen (C) waren mechanisch inaktiv.

Abbildung 4.6.2.2: Einfluss der p38 MAP-Kinase auf die Proteinsynthese
elektrisch stimulierter Kardiomyozyten
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Abb. 4.6.2.2: Vierstundiger elektrische Stimulation mit 0,5 Hz (0,5 Hz/4h) erhéht sowohl
die Proteinsythese als auch die Aktivierung der p38 MAP-Kinase gegenuber
mechanisch inaktiven Kontrollen (C) signifikant. SB 202190 (SB, 1 pM) inhibierte
signifikant die Proteinsynthesesteigerung trotz ele ktrischer Stimulation. Dargestellt
sind Mittelwerte + SEM aus n = 5 Kulturen. * = p < 0,05 vs. Kontrolle, # = p < 0,05
elektrische Stimulation bei Vorinkubation mit SB vs . alleinige elektrische Stimulation.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde am Modell kultivierter Kardiomyozyten der
adulten Ratte die Signaltransduktion hypertropher Wachstumsregulation untersucht.
Aufgrund der unterschiedlichen hypertrophen Ansprechbarkeit [-adrenerger
Rezeptoren in serumkultivierten und frisch isolierten Kardiomyozyten wurde
vermutet, dass die Kultivierung von Herzmuskelzellen eine Veranderung in der
Expression derjenigen Signalmolekilen bewirkt, die eine Schlisselrolle in der

Regulation hypertrophen Wachstums innehaben.

Als ein wesentliches Ergebnis dieser Arbeit konnte zunachst gezeigt werden,
dass im Zellkulturmodell serumkultivierter Kardiomyozyten die Expression der p38
MAP-Kinase signifikant erhoht ist. Unter den gleichen Kulturbedingungen wurde in
Untersuchungen von Zhou et al. (1996) eine Ankopplung B,-adrenerger Rezeptoren
an die hypertrophe Wachstumsregulation der Herzmuskelzellen nachgewiesen. Es
wurde daher vermutet, dass die p38 MAP-Kinase in die Signaltransduktion
gesteigerter Proteinsynthese nach (,-adrenerger Stimulation involviert ist und dass

die Anwesenheit von TGF-f bei ihrer Aktivierung eine Rolle spielt.

5.1 Einfluss von TGF- B auf die vermehrte Expression der p38 MAP-Kinase

unter Kulturbedingungen

Die Beteiligung des Wachstumsfaktors TGF-f an der hypertrophen
Wachstumsregulation adulter Kardiomyozyten wurde in einer Studie von Schliter et
al. (1995) belegt. Diese konnte eine Inhibition hypertropher Ansprechbarkeit B-
adrenerger Rezeptoren durch neutralisierende TGF-B-AntikGrper nachweisen.
Allerdings konnte die Vermutung, dass TGF-B Uber eine Induktion der p38 MAP-
Kinase Expression Einfluss auf die Signaltransduktion B-adrenerger Hypertrophie

gewinnt, durch folgende Ergebnisse dieser Arbeit widerlegt werden.

Zunachst wurde gezeigt, dass die vermehrte Expression der p38 MAP-Kinase
in serumkultivierten Kardiomyozyten durch Verwendung neutralisierender TGF-B-
Antikoérper nicht gehemmt wurde, sie also unabhangig von TGF-p ist. Zweitens ist die

B-adrenerg induzierte Aktivierung der p38 MAP-Kinase ebenfalls als unabhangig von
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TGF-B anzusehen, da der [-Adrenozeptor-Agonist Isoproterenol sowohl in
kultivierten als auch in frisch isolierten Kardiomyozyten, entsprechend vorhandener
und fehlender TGF-B Wirkung, eine signifikante Aktivierung der p38 MAP-Kinase
bewirkt. Weiterhin konnten im Verlauf der Arbeit Hypertrophie-auslosende Stimuli
identifiziert werden, die in Kurzzeitkulturen, also in Abwesenheit von TGF-3, Uber
eine Aktivierung der p38 MAP-Kinase eine Proteinsynthesesteigerung hervorrufen (s.
Kap. 5.3). Somit scheint eine zu geringe Expression der p38 MAP-Kinase in frisch
isolierten Kardiomyozyten nicht die Ursache dafir zu sein, dass in diesem
Kulturmodell keine B-adrenerg vermittelte Proteinsynthesesteigerung beobachtet
wird. Zusammenfassend ist nach den Ergebnisse dieser Arbeit davon auszugehen,
dass die p38 MAP-Kinase in der Signaltransduktion hypertropher
Wachstumsregulation den durch TGF-B induzierten Signaltransduktionsschritten
vorgeschaltet zu sein scheint, da sie nicht einer Einflussnahme von TGF-B unterliegt.

5.2 Rolle der p38 MAP-Kinase in der adrenergen Sign altransduktion
myokardialer Proteinsynthesesteigerung

5.2.1 Signaltransduktion B-adrenerger Hypertrophie in kultivierten Kardiomyozyten

Adulte Kardiomyozyten exprimieren sowohl ;- als auch B,-Adrenozeptoren.
Der B;-Adrenozeptor ist nach Untersuchungen von Schliter et al. (1995, 1999) im
Zellkulturmodell serumkultivierter Kardiomyozyten nicht an der Regulation
hypertrophen Wachstums beteiligt. Fir den B,-Adrenozeptorsubtyp wurde dagegen
unter gleichen Bedingungen eine Ankopplung an die Signaltransduktion myokardialer

Proteinsynthesesteigerung beschrieben (Zhou et al., 1996).

Die vorliegende Arbeit zeigt nun erstmals, dass die p38 MAP-Kinase in die
Signaltransduktion Bz-Adrenozeptor induzierter Hypertrophie integriert ist. Dies kann
durch die folgenden Resultate dieser Arbeit belegt werden. Zum einen spricht die
signifikante Aktivierung der p38 MAP-Kinase nach B-adrenerger Stimulation flr einen
entsprechenden rezeptor-abhangigen Aktivierungsweg, sowohl in Kurzzeit- als auch
in Langzeitkulturen. Zum anderen ist an serumkultivierten Kardiomyozyten von einer
Beteiligung der p38 MAP-Kinase an der Signaltransduktion [-adrenerger

Hypertrophie auszugehen, da durch Hemmung der p38 MAP-Kinase eine zuvor
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beobachtete B-adrenerg induzierte Proteinsynthesesteigerung signifikant inhibiert
wurde. In Untersuchungen von Sabri et al. (2000) ist eine Beteiligung der p38 MAP-
Kinase an der Induktion B-adrenerger Hypertrophie an Kardiomyozyten der Maus
nachgewiesen worden. In dieser Arbeit konnte nun ebenfalls fur Kardiomyozyten der
adulten Ratte eine Beteiligung der p38 MAP-Kinase an der B-adrenerg induzierten

hypertrophen Wachstumsregulation belegt werden.

5.2.2 Signaltransduktion a-adrenerger Hypertrophie in kultivierten Kardiomyozyten

Im Gegensatz zu der B-adrenerg vermittelten Hypertrophie ist die a-adrenerg
vermittelte Proteinsynthesesteigerung als unabhéngig von der p38 MAP-Kinase
anzusehen. Folgende Ergebnisse lassen diese Schlussfolgerung zu: Trotz erhdhter
Aktivierung der p38 MAP-Kinase in serumkultivierten Kardiomyozyten war die
Expression derjenigen Signalmolekile unverandert, die nach a-adrenerger
Stimulation hypertrophes Wachstum bedingen (Kapitel 4.1). Entsprechend belegen
die Ergebnisse dieser Arbeit auch, dass eine Inhibition der p38 MAP-Kinase ohne
Einfluss auf die a-adrenerg induzierte Proteinsynthesesteigerung serumkultivierter
Kardiomyozyten bleibt. Dies stimmt mit Studien von Tanaka et al. (2001) und Xiao et
al. (2001) uberein, die zeigen, dass der a-Adrenozeptor-Agonist Phenylephrin keine
Aktivierung der p38 MAP-Kinase bedingt.

Von einer grundsatzlichen Beteiligung der p38 MAP-Kinase an der adrenerg-
induzierten hypertrophen Wachstumsregulation der Kardiomyozyten ist demzufolge
nicht auszugehen, da die a-adrenerg vermittelte Hypertrophie unabhangig von deren
Signaltransduktion eine Steigerung der Proteinsynthese in adulten Kardiomyozyten
bedingt. Diesbeziiglich bestehen auch keine Unterschiede in Abhangigkeit vom
Kulturmodell, da bisher kein Hinweis auf eine veranderte Signaltransduktion a-
adrenerger Hypertrophie zwischen kultivierten und frisch isolierten Kardiomyozyten

gefunden wurde (Pinson et al., 1993).
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5.3 Einfluss mechanischer Aktivitat auf die p38 MAP  -Kinase sowie die

myokardiale Proteinsynthese in Kurzzeitkulturen

Ein weiteres wesentliches Ergebnis dieser Arbeit ist, dass die p38 MAP-
Kinase, neben der .-Adrenozeptor induzierten Hypertrophie, auch in die
Signaltransduktion mechanisch induzierter hypertropher Wachstumsregulation in
Kurzzeitkulturen integriert ist. Die mechanische Belastung als Einflussparameter
wurde zum einen Uber elektrische Stimulation, zum anderen durch Kultivierung in
hyperosmolarem Medium gewéhrleistet. Auf beide Bedingungen reagierten die
untersuchten Kurzzeitkulturen mit einer signifikanten Proteinsynthesesteigerung.
Dies stimmt auch mit Untersuchungen von Kaye et al. (1996) Uberein, die an adulten
Kardiomyozyten eine Proteinsynthesesteigerung durch elektrische Stimulation
beschrieben haben. Weiterhin konnte in dieser Arbeit neben einer
Proteinsynthesesteigerung auch eine signifikante Aktivierung der p38 MAP-Kinase in
mechanisch beanspruchter Kardiomyozyten nachgewiesen werden. Als ein
wesentliches Ergebnis ist dabei anzusehen, dass die p38 MAP-Kinase in die
Signaltransduktion mechanisch induzierter Hypertrophie in frisch isolierten
Kardiomyozyten integriert ist. Dies belegen die Ergebnisse sowohl an hyperosmolar
kultivierten als auch elektrisch stimulierten Kardiomyozyten, deren zuvor beobachtete
Proteinsynthesesteigerung durch Hemmung der p38 MAP-Kinase wiederum
signifikant inhibiert wurde. Diese Ergebnisse bestatigen auch Untersuchungen von
Wang et al. (1998), die, allerdings fiir neonatale Herzmuskelzellen, eine p38 MAP-

Kinase vermittelte Hypertrophie auf der Grundlage elektrischer Stimulation belegen.

Nach den oben beschriebenen Ergebnissen Uber mechanisch belastete
Kardiomyozyten lasst sich vermuten, dass die p38 MAP-Kinase eine wesentliche
Rolle in der Ankopplung mechanischer Stimuli an die hypertrophe
Wachstumsregulation der Herzmuskelzellen spielt. Allerdings ist, wie bereits erwéahnt,
eine alleinige Aktivierung der p38 MAP-Kinase, zum Beispiel induziert durch [3-
adrenerge Stimulation, in frisch isolierten Kardiomyozyten nicht ausreichend, um
hypertrophes Wachstum zu bedingen. Ahnlich einer Kultivierung in Anwesenheit von
aktiviertem TGF-B, welche eine p38 MAP-Kinase vermittelte Hypertrophie in den
Langzeitkulturen ermoglicht, werden offensichtlich durch die mechanische Belastung
der adulten Kardiomyozyten weitere Signalmolekile generiert, die tber eine Co-
Aktivierung mit der p38 MAP-Kinase an die hypertrophe Wachstumsregulation frisch
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isolierter Kardiomyozyten angebunden sind. Einen &hnlichen Mechanismus
beschrieb Ng et al (2001) fur die durch Interleukin-1 induzierten morphologischen
Veranderungen kardialer Myozyten, welche durch eine Co-Aktivierung von p38 MAP-
Kinase und p42/44 MAP-Kinase vermittelt werden.

Uber welche weiteren Signalmolekille mechanische Aktivitat an die
Signaltransduktion hypertropher Wachstumsregulation angekoppelt ist, wird bei
adulten Herzmuskelzellen weiterhin untersucht. Als ein wesentliches Ergebnis dieser
Arbeit konnte die Aktivierung der p38 MAP-Kinase als resultierende zellulare
Reaktion auf mechanische Belastung in frisch isolierten Kardiomyozyten identifiziert
werden. Dies bestétigt verschiedene Studien sowohl an neonatalen als auch an
adulten Kardiomyozyten, die eine mechanische Belastung durch Zelldehnung
erzielten. Hier konnte eine dehnungsinduzierte Proteinsynthesesteigerung durch
Inhibition der p38 MAP-Kinase gehemmt werden (Takeishi et al., 2001; Kudoh et al.,
1998; Clerk et al., 2002).
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Abbildung 5.1: Rolle der p38 MAP-Kinase in der hype rtrophen
Wachstumsregulation  kultivierter ~ Kardiomyozyten der
adulten Ratte
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Abb. 5.1: Dargestellt ist die Signaltransduktion B.-adrenerger Stimulation hin zu
gesteigerter Proteinsynthese kultivierter Kardiomyo zyten. Die p38 MAP-Kinase ist in
die Signaltransduktion des B>-Adrenozeptors integriert und koppelt Uber
Zwischenschritte an die Aktivierung der Pl 3-Kinase . Die Induktion der hypertrophen
Rezeptoransprechbarkeit kann einerseits, wie links dargestellt, in serumkultivierten

Kardiomyozyten durch TGF- B erfolgen. Andererseits kann die Ankopplung der p38
MAP-Kinase an die hypertrophe Wachstumsregulation a  dulter Kardiomyozyten durch
mechanische Belastung der Herzmuskelzellen erfolgen (rechts dargestellt).

5.4 Schlussfolgerung

Die Frage, ob die p38 MAP-Kinase eine wichtige Rolle in der
Wachstumsregulation adulter Kardiomyozyten spielt, wird vielfach diskutiert.
Vorherige Studien mit transgenen Mausen, die kardial eine fehlende Expression der
p38 MAP-Kinase aufweisen, haben gezeigt, dass diese Tiere trotzdem eine
druckinduzierte Herzhypertrophie ausbilden (Zhang et al., 2003). Die Aktivierung der
p38 MAP-Kinase ist demnach keine unabdingbare Voraussetzung flr hypertrophes
Wachstum.
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Auch in der Rezeptor-gekoppelten Signaltransduktion hypertropher
Wachstumsregulation ist die Bedeutung der p38 MAP-Kinase als weniger wichtig
anzusehen, da viele hypertrophe Stimuli, wie zum Beispiel a-adrenerge Agonisten,
Angiotensin Il oder Endothelin, unabhangig von der p38 MAP-Kinase eine
Proteinsynthesesteigerung in Kardiomyozyten der Ratte induzieren (Xiao et al., 2001;
Choukroun et al.,, 1998; Kudoh et al., 1998). Eine Ausnahme scheinen dabei -
adrenerge Rezeptoren zu bilden. Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen zum einen
fur einen B-Adrenorezeptor-gekoppelten Aktivierungsweg der p38 MAP-Kinase. Zum
anderen konnte nun erstmals an serumkultivierten adulten Kardiomyozyten der Ratte
nachgewiesen werden, dass die p38 MAP-Kinase in die Signaltransduktion
hypertropher Wachstumsregulation nach [,-adrenerger Stimulation integriert ist.
Weiterhin wurde auch in frisch isolierten Kardiomyozyten eine Aktivierung der p38
MAP-Kinase nach [B-adrenerger Stimulation nachgewiesen. Durch verschiedene
Studien ist allerdings die fehlende hypertrophe Ansprechbarkeit des B-Adrenozeptors
in diesem Kulturmodell hinreichend belegt (Fuller et al., 1990; Schluter et Piper,
1992). Entsprechend ist die Aktivierung der p38 MAP-Kinase allein nicht
ausreichend, hypertrophes Wachstums zu induzieren.

Neben einer Kultivierung in Anwesenheit von TGF- konnte in dieser Arbeit an
mechanisch beanspruchten Kardiomyozyten ein weiteres Kulturmodell identifiziert
werden, unter dessen Bedingungen die p38 MAP-Kinase in die hypertrophe
Wachstumsregulation der Herzmuskelzellen involviert ist. Offensichtlich werden
durch beide Einflussparameter zellulare Veranderungen generiert, die eine
Ankopplung der p38 MAP-Kinase an die Signaltransduktion hypertropher
Wachstumsregulation bewirken. Dabei scheint der Wachstumsfaktor TGF- in der
Signaltransduktion unterhalb der p38 MAP-Kinase angesiedelt zu sein, da er nach

den vorliegenden Ergebnissen keinen direkten Einfluss auf die p38 MAP-Kinase hat.

Die Beteiligung der p38 MAP-Kinase an der hypertrophen
Wachstumsregulation adulter Kardiomyozyten konnte unter den Bedingungen
erhohter mechanischer Beanspruchung beziehungsweise Anwesenheit von TGF-
nachgewiesen werden. Wie Dbereits erwahnt, wird im Rahmen beider
Einflussparameter, wie sie zum Beispiel bei arteriellem Hypertonus beziehungsweise

vermehrter Expression von  TGF-B  vorkommen, eine hypertrophe
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Wachstumsregulation im Herzen beobachtet, die letztendlich zur Herzinsuffizienz
fuhren kann. Vermutlich ist die p38 MAP-Kinase vor allem unter
pathophysiologischen Bedingungen in die Signaltransduktion myokardialer
Hypertrophie integriert, indem sie uber die trophische Ankopplung B.-adrenerger
Rezeptoren beziehungsweise = mechanischer Faktoren zur  Dysregulation
myokardialen Wachstums beitragt. Die Bedeutung der p38 MAP-Kinase fiur die
pathophysiologische Wachstumsregulation des Herzens unterstreicht auch eine
Studie von Zhang et al. (2000), die an transgenen Mausen mit einer erhdhten
Aktivitat der p38 MAP-Kinase die vermehrte Ausbildung einer dilatativen
Kardiomyopathie belegt.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde am Modell kultivierter Kardiomyozyten der
Ratte die Signaltransduktion myokardialer Hypertrophie untersucht. Sowohl a- als
auch B-adrenerge Stimulation bedingen letztendlich tUber eine Aktivierung der Pl 3-
Kinase und p70°-Kinase kardiale Hypertrophie. Die Ankopplung des B-
Adrenozeptors an diese hypertrophe Signaltransduktion ist allerdings noch
Gegenstand der Forschung. In vitro ist die hypertrophe Ansprechbarkeit des [3,-
Adrenozeptors nur in serumkultivierten Kardiomyozyten belegt. Entsprechend
wurden Parameter dieses Kulturmodells hinsichtlich einer Einflussnahme auf die B-

adrenerge Signaltransduktion untersucht werden.

Als wesentliches Ergebnis dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in
serumkultivierten Kardiomyozyten, unter Anwesenheit von TGF-[3, die Expression der
p38 MAP-Kinase signifikant erhoht ist. Im gleichen Kulturmodell fiihrte eine B-
adrenerge Stimulation Uber die Signaltransduktion der p38 MAP-Kinase zu einer
myokardialen Proteinsynthesesteigerung. Die B-adrenerg induzierte Aktivierung der
p38 MAP-Kinase war dabei allerdings unabhangig von TGF-B. Im Folgenden wurden
mechanische Einflussparameter hinsichtlich einer Auswirkung auf die myokardiale
Wachstumsregulation untersucht. Durch mechanische Beanspruchung der
Kardiomyozyten in Form von elektrischer Stimulation beziehungsweise Kultivierung
in  hyperosmolarem  Milieu war eine p38 MAP-Kinase vermittelte

Proteinsynthesesteigerung nachweisbar.

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen, dass die p38 MAP-Kinase in die
Signaltransduktion kardialer Hypertrophie nach B-adrenerger Stimulation integriert
ist. Ihre Aktivierung scheint allerdings oberhalb der durch den Einfluss von TGF-3
induzierten Veranderungen hypertrophen Wachstums angesiedelt zu sein. Weiterhin
ist die p38 MAP-Kinase vermutlich in die Signaltransduktion mechanisch induzierter
Hypertrophie integriert. Die Bedeutung der p38 MAP-Kinase flur die hypertrophe
Signaltransduktion unter Bedingungen vermehrter mechanischer Belastung
beziehungsweise B.-adrenerger Hypertrophie, wie sie auch am Ubergang zur
Herzinsuffizienz beobachtet wird, unterstreicht deren Bedeutung fir die myokardiale

Wachstumsregulation vor allem unter pathophysiologischen Bedingungen.
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7 Summary

In the present study we investigated the signaling pathway leading to cardiac
hypertrophy in cultures of isolated cardiomyocytes. a-adrenoceptor as well as -
adrenoceptor stimulation leads to cardiac hypertrophy by sharing Pl 3-kinase and
p70°°—kinase as the endpoints of the hypertrophic signaling pathway. The signaling
molecules which couple B-adrenoceptor stimulation to activation of the Pl 3-kinase
are still unknown. In vitro only cardiomyocytes pre-cultured with TGF-B develop
hypertrophic responsiveness to B-adrenoceptor stimulation that cannot be found in
freshly isolated cells. In order to define signaling molecules which are specifically

involved in B-adrenoceptor dependent hypertrophy these cultures were analysed.

The main finding of our study is that during cultivation of cardiomyocytes in
presence of active TGF-B the expression of p38 MAP-kinase increased significantly.
In the same culture model stimulation of B-adrenoceptors induced protein synthesis
in a p38 MAP-kinase-dependent way. However, the activation of p38 MAP-Kinase by
B-adrenoceptor stimulation was independent of pre-treatment with TGF-f3. After that it
was studied whether mechanical stress increases protein synthesis in adult
cardiomyocytes. It was shown that in absence of TGF-B mechanical stress, either by
hyperosmolarity or reconstitution of mechanical activity, increases protein synthesis
via p38 MAP-Kinase activation in freshly isolated cells.

Activation of p38 MAP-kinase is a newly identified signaling step specific for -
adrenoceptor-dependent hypertrophy. In the regulation of protein synthesis the
activation of p38 MAP-Kinase seems to be located up-stream of the TGF-B-induced
changes in hypertrophic signaling molecules. Probably the p38 MAP-kinase is also
part of a direct mechanical transduction to hypertrophic responses. Since the p38
MAP-Kinase is involved in [;-adrenoceptor induced hypertrophy, which is a
characteristic feature of the hypertensive heart at the transition to heart failure, as
well as in mechanical force induced hypertrophy, this suggests that the p38 MAP-
Kinase plays an important role in the regulation of protein synthesis under

pathophysiological conditions.
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