
Aus der Universitätsklinik und Poliklinik für Innere Medizin III  

der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg 

(Komm. Direktor: PD Dr. Michel Noutsias) 

 
 

Die Interleukin-6 Produktion neonataler Rattenkardiomyozyten 
wird durch die Schlagrate beeinflusst 

 
 
 

Dissertation 
zur Erlangung des akademischen Grades 

Doktor der Medizin (Dr. med.) 

 

 

 

 

vorgelegt 

der Medizinischen Fakultät 

der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg 

 

 

 

von Heinrich Korth 

geboren am 16.11.1988 in Leipzig 

 

Betreuer:    Prof. Dr. Harald Loppnow, Prof. Dr. Karl Werdan 

 

Gutachter:   Prof. Dr. Harald Loppnow  

Prof. Dr. Andreas Simm (Halle) 

Prof. Dr. Joerg Heineke (Hannover) 

 

    04.07.2017 

    16.04.2018    



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
Gewidmet den Menschen, die ich liebe: meiner Tochter Lilith, meiner Frau Saphira und 

meinen Eltern Dörte und Ralf-Uwe 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



REFERAT 
_______________________________________________________________________________________________   

________________________________________________________________________________________________ 
 
  

Referat 

Eine erhöhte kardiale Schlagrate und ein Anstieg des proinflammatorischen Zytokins 

Interleukin-6 sind unabhängige Risikofaktoren eines SIRS (systemic inflammatory 

response syndrome) und nehmen einen entscheidenden Einfluss auf die Mortalität 

kritisch kranker Patienten. 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die experimentelle Untersuchung eines möglichen 

Einflusses der kardialen Schlagrate auf die Interleukin-6 Produktion neonataler 

Rattenkardiomyozyten.  

Zur Etablierung eines kardialen Kontraktionssystems dienten kultivierte, neonatale 

Rattenkardiomyozyten. Bei den in vitro Experimenten wurde die Schlagrate 

pharmakologisch mittels Isoprenalin und Blebbistatin, sowie durch elektrische Pulsation 

gezielt verändert und eine Bestimmung der Interleukin-6 Produktion aus den 

Zellüberständen durchgeführt. Zur Bestimmung der Schlagrate wurde ein 

photoelektrisches Messsystem verwendet. Die Quantifizierung der Interleukin-6 

Produktion erfolgte durch ein biologisches Messverfahren. 

Das positiv chronotrope β-Sympathomimetikum Isoprenalin erhöhte  

die Schlagrate der kultivierten Rattenkardiomyozyten, während ein Anstieg der 

Interleukin-6 Produktion nicht beobachtet wurde. Der Myosin-II Inhibitor Blebbistatin 

senkte mit steigender Konzentration die Schlagrate bis zur vollständigen Blockade. Der 

Inflammationsmarker Interleukin-6 wurde in diesen Experimenten ebenfalls gesenkt. 

Die durch elektrische Pulsation stimulierten Kardiomyozyten zeigten mit zunehmender 

Schlagrate einen Anstieg der Interleukin-6 Produktion. Sowohl bei den 

Untersuchungen mit Blebbistatin als auch unter elektrischer Pulsation war der Einfluss 

der Schlagrate auf die IL-6 Produktion gering ausgeprägt.  

Die Ergebnisse dieser Experimente zeigen, dass die Interleukin-6 Produktion 

neonataler Rattenkardiomyozyten durch deren Schlagrate beeinflusst wird. Allerdings 

scheint der Einfluss nur gering ausgeprägt zu sein.  

Korth, Heinrich: Die Interleukin-6 Produktion neonataler Rattenkardiomyozyten wird durch die 
Schlagrate beeinflusst. Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 47 Seiten, 2017. 
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1 Einleitung 

Sepsis und die damit verbundenen Komplikationen gehören zu den häufigsten 

Todesursachen in den Industrienationen (Brunkhorst, 2006). 

„Sepsis ist die Gesamtheit der lebensbedrohlichen klinischen 

Krankheitserscheinungen und pathophysiologischen Veränderungen 

als Reaktion auf die Aktion pathogener Keime und ihrer Produkte, die 

aus einem Infektionsherd in den Blutstrom eindringen, die großen 

biologischen Kaskadensysteme und spezielle Zellsysteme aktivieren 

und die Bildung und Freisetzung humoraler und zellulärer Mediatoren 

auslösen.”             (Müller-Werdan, 2003) 

 

Die ACCP / SCCM (American College of Chest Physicians / Society of Critical Care 

Medicine) Konsensus Konferenz definierte standardisierte diagnostische Kriterien, 

zusammengesetzt aus einer Gruppe physiologischer Reaktionen auf die systemische 

Entzündungsreaktion (Bone et al., 1992). Dazu zählt auch das kardiovaskuläre 

Risikoprofil der Betroffenen, insbesondere die Tachykardie (Bone et al., 1992). Aktuell 

war auch der Anstieg von Entzündungsmediatoren wie Interleukin-6 (IL-6) in das  

Zentrum aktueller Forschungen gerückt (Schulte et al., 2013). Ob ein unmittelbarer 

Zusammenhang zwischen der erhöhten Schlagrate und dem akute Phase-Protein IL-6 

existiert, blieb bisher unklar, jedoch schienen beide Parameter mit der Mortalität 

kritisch kranker Patienten zu korrelieren (Casey et al., 1993; Leibovici et al., 2007). Die 

Überprüfung einer möglichen elektromechanischen Kopplung von Schlagrate und dem 

Inflammationsparameter IL-6 ist Thema dieser Arbeit und könnte zum besseren 

Verständnis der Pathophysiologie der Sepsis beitragen. 

 

1.1 Definition und Pathogenese von SIRS bzw. Sepsis 

Das septische Krankheitskontinuum ist ein sehr häufiges und lebensbedrohliches 

Krankheitsbild. Allein auf deutschen Intensivstationen liegt die Prävalenz bei 12 %. Mit 

einer 90-Tage Sterblichkeit von 54 % ist die schwere Sepsis und der septische Schock 

die dritthäufigste Todesursache in Deutschland, noch vor dem Tod durch 

Herzinsuffizienz (Brunkhorst, 2006). Gemäß der klinischen Definition bezeichnet man 

das Krankheitsbild als Sepsis bzw. SIRS (systemic inflammatory response syndrome), 

wenn mindestens zwei der folgenden Kriterien erfüllt sind (Bone et al., 1992): 
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1. Fieber (≥ 38 °C) oder Hypothermie (≤ 36 °C) 

2. Tachykardie (Schlagrate ≥ 90 Schläge / Min) 

3. Tachypnoe (Atemfrequenz ≥ 20 Atemzüge / Min) oder Hyperventilation 

(paCO2 ≤ 4,3 kPa / ≤ 33 mmHg) 

4. Leukozytose (≥ 12000 / mm3) oder Leukopenie (≤ 4000 / mm3) oder 

≥ 10 % unreife neutrophile Granulozyten im Differentialblutbild 

 

Die Ursache einer Sepsis liegt zumeist in einer Infektion mit Bakterien, seltener mit 

Viren, Pilzen oder Parasiten. Hiervon abzugrenzen ist das SIRS, welches auch durch 

andere Ursachen, beispielsweise multiple Traumen (Seibel et al., 1985) oder eine 

akute Pankreatitis (Heath et al., 1993), hervorgerufen werden kann. Aus Gründen der 

Vereinfachung wird in der vorliegenden Arbeit für das Krankheitskontinuum der 

übergeordnete Begriff SIRS verwendet. 

Im Laufe der Pathogenese eines SIRS geben die Körperzellen eine Vielzahl pro- und 

antiinflammatorischer Zytokine ab (Bone, 1996; Cohen, 2002). Dieser „Zytokin-Sturm“ 

im Blut führt zu einem Funktionsverlust von Endothelzellen und hat eine starke 

Vasodilatation zur Folge (Matsuda und Hattori, 2006). Daraus kann eine schwere 

Funktionseinschränkung oder ein Funktionsverlust lebenswichtiger Organe und 

Organsysteme resultieren (Goris et al., 1985; Anderson und Harken, 1990). Das 

lebensbedrohliche Krankheitsbild wird dann als MODS (multi organ dysfunction 

syndrome) bezeichnet (Bone et al., 1992). 

 

1.2 Interleukin-6 und dessen Rolle als Prognosefaktor beim SIRS 

Mehrere klinische Studien haben gezeigt, dass sich das Outcome der Patienten mit 

SIRS und vermehrter Zytokin-Ausschüttung verschlechterte (Casey et al., 1993; Meduri 

et al., 1995; Gogos et al., 2000). Insbesondere der Anstieg des Zytokins IL-6 schien mit 

der Mortalität der Patienten zu korrelieren (Casey et al., 1993) und war als 

Prognosefaktor für das Überleben geeignet (Meduri et al., 1995). Dies spiegelt sich im 

klinischen Alltag wieder, in dem IL-6 neben dem Procalcitonin als empfindliche Marker 

für ein SIRS eingesetzt werden (Fraunberger et al., 2006; Anderson und Schmidt, 

2010). IL-6 ist ein Interleukin der akuten Phase und wirkt synergistisch mit TNF-α und 

IL-1 (Interleukin-1) auf die peripheren Zielzellen (Andus et al., 1989). Das Protein wird 

von Zellen der Immunabwehr (Makrophagen, T- und B-Lymphozyten), aber auch von 

Endothelzellen und glatten Muskelzellen produziert (Loppnow und Libby, 1990). In 

geringeren Mengen können auch Kardiomyozyten IL-6 produzieren und sezernieren. 

Dies konnte an kultivierten Kardiomyozyten von Hunden (Gwechenberger et al., 1999), 
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Kaninchen (Dreyer et al., 2000) und humanen Kardiomyozyten in vitro gezeigt werden 

(Ancey et al., 2002). Die pathophysiologischen Mechanismen der IL-6 Produktion in 

Kardiomyozyten sind noch weitgehend unbekannt. Funktionell wird vermutet, dass die 

IL-6 Produktion zur Hypertrophie der Kardiomyozyten im Rahmen einer 

Herzinsuffizienz beiträgt (Ancey et al., 2002). 

 

1.3 Die erhöhte kardiale Schlagrate ist ein unabhängiger Risikofaktor beim 
SIRS 

Bei einem SIRS können alle Organe und Organsysteme des Körpers beeinträchtigt 

sein. Der Organismus reagiert auf diese lebensbedrohliche Situation mit einer 

Aktivierung des Sympathikus, um die Oxygenierung der Organe aufrecht zu erhalten. 

Aus dieser Aktivierung resultiert ein erhöhtes Herzzeitvolumen, hervorgerufen durch 

einen Anstieg der Schlagrate des Herzens. Insbesondere bei einem schweren Verlauf 

der Erkrankung war der kardiovaskuläre Status der Patienten einer der wichtigsten 

Überlebensindikatoren (Parrillo, 1989) und die Herzfrequenz Prädiktor für das Outcome 

der Betroffenen mit SIRS (Parker et al., 1987). Gemäß der klinischen Definition gehört 

die Tachykardie mit einer Schlagrate von ≥ 90 Schlägen / Minute zu den 

diagnostischen Kriterien der Sepsis (Bone et al., 1992). Diese wurde infolge einer 

prospektiven Studie mit über 3800 Patienten als unabhängiger Risikofaktor für die 

Mortalität bei Patienten mit SIRS bewertet (Leibovici et al., 2007). In einer weiteren 

Untersuchung wurde die Schlagrate von Patienten mit MODS zum Diagnosezeitpunkt 

und die 28-Tage Mortalität ermittelt. Patienten mit einer Herzfrequenz von 

≥ 90 Schläge / Minute wiesen eine Mortalität von 61 % auf, wohingegen nur 31 % der 

Patienten mit einer Schlagrate von < 90 Schläge / Minute verstarben (Hoke et al., 

2012). Schlussfolgernd ergaben sich aus dem Risikoprofil der Patienten mit erhöhter 

Herzfrequenz neue Therapieoptionen. Die medikamentöse Schlagratensenkung rückte 

in den Mittelpunkt klinischer und experimenteller Studien, sodass inzwischen negativ 

chronotrop wirkende Substanzen bei Patienten mit SIRS eingesetzt werden. 

 

1.4 Die Absenkung der Schlagrate durch β-Blocker und Ivabradin beim SIRS  

Als therapeutische Konsequenz aus dem beobachteten Zusammenhang zwischen 

erhöhter Schlagrate und verringertem Outcome bei Patienten mit SIRS, ergaben sich 

Untersuchungen zur medikamentösen Beeinflussung der Schlagrate mit β-Blockern 

und in aktuellen Studien mit Ivabradin. β-Blocker gehören zu den am häufigsten 

verordneten Medikamenten und bewirken eine Blockade der β-Adrenorezeptoren, 

welche am Herzen, in der Gefäß- und in der Bronchialmuskulatur zu finden sind. Im 
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Rahmen des Einsatzes von β-Blockern bei Patienten mit MODS und septischem 

Schock, wurde eine Absenkung der Herzfrequenz und Mortalität festgestellt (Hennen et 

al., 2008). Insbesondere der Einsatz des β-Blockers Esmolol senkte in rezenten 

Studien die Sterblichkeit um 31 % und verkürzte den Aufenthalt unter 

intensivmedizinischer Überwachung um 5 Tage (Morelli et al., 2013). Eine weitere 

Untersuchung konnte zeigen, dass Patienten mit SIRS, die schon vor dem 

Krankenhausaufenthalt mit einem β-Blocker behandelt wurden, ein besseres Outcome 

haben als Patienten ohne eine solche Dauermedikation (Macchia et al., 2012). β-

Blocker senken neben der Schlagrate auch die Kontraktilität des Herzens und bewirken 

eine Vasodilatation durch eine Verringerung des Gefäßtonus (Gorre und 

Vandekerckhove, 2010). Die Auswurfleistung des Herzens sinkt und die Oxygenierung 

lebenswichtiger Organe nimmt ab. Der Einsatz ist demzufolge bei hämodynamisch 

instabilen Patienten, wie es häufig bei Patienten mit SIRS der Fall ist, kontraindiziert 

(Nair und Gopal, 2013). Darüber hinaus existieren für β-Blocker weitere 

Kontraindikation, wie beispielsweise Asthma bronchiale. 

Aufgrund der Vielzahl unerwünschter Wirkungen und Kontraindikationen von  

β-Blockern, wurden Pharmaka entwickelt, die spezifischer auf die Schlagrate wirken. 

Ein neuer Ansatz in der Therapie des SIRS ist Ivabradin (Bonadei et al., 2014). 

Ivabradin ist ein spezifischer Blocker des HCN-Kanals (hyperpolarization-activated 

cyclic nucleotide-gated cation channel). Dieser befindet sich in den Schrittmacherzellen 

des Herzens und ist für die Entstehung der elektrophysiologischen Erregung und damit 

der Herzfrequenz im Sinusknoten verantwortlich. Durch die Blockade des Kanals mit 

Ivabradin werden somit keine Wirkungen auf die Kontraktilität oder andere Ionenkanäle 

beobachtet (Vilaine, 2006). In einer ersten Fallstudie konnte an drei Patienten mit 

MODS nachgewiesen werden, dass sich unter dem Einsatz von Ivabradin die 

Schlagrate verringerte und die hämodynamischen Parameter verbesserten (De Santis 

et al., 2014). Ergebnisse der aktuell durchgeführten prospektiven MODIfY-Studie zum 

Einfluss von Ivabradin auf das Outcome von Patienten mit MODS stehen noch aus 

(Nuding et al., 2011). 

 

1.5 Die Absenkung der Inflammation durch β-Blocker und Ivabradin 

Bei Untersuchungen mit β-Blockern zur Absenkung der Schlagrate wurde 

überraschenderweise ein Absinken von inflammatorischen Zytokinen im Blut 

beobachtet. So wurde bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie unter der Therapie 

mit β-Blockern eine Senkung zirkulierender Entzündungsmediatoren erfasst (Ohtsuka 

et al., 2001; Loppnow et al., 2002). Des Weiteren wurde bei Ratten mit induzierter 
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Sepsis, durch den Einsatz eines β-Blockers insbesondere die IL-6 Produktion 

verringert (Ackland et al., 2010). Auch bei einer Untersuchung mit Ivabradin zeigte sich 

eine erniedrigte Schlagrate des Herzens und eine Absenkung von 

Inflammationsmediatoren. Bei diesen Patienten mit akutem Koronarsyndrom wurde 

nach der Einnahme von Ivabradin eine Reduktion der IL-6 Produktion beobachtet 

(Dominguez-Rodriguez et al., 2012). Der zugrundeliegende Wirkmechanismus, mit 

dem β-Blocker bzw. Ivabradin eine Absenkung der Inflammationsmoleküle hervorrufen, 

bleibt Gegenstand aktueller Forschungen. Es gibt Vermutungen, dass das systemisch 

wirkende autonome Nervensystem direkten Einfluss auf die Inflammationsreaktion 

besitzt (Piccirillo et al., 2000). So steigert die Aktivierung des Sympathikus im Rahmen 

einer schweren Erkrankung die Sekretion proinflammatorischer Zytokine (Tracey, 

2007). Durch β-Blocker bzw. Ivabradin kann die sympathische Aktivität verringert 

werden, sodass dies die Inflammationsreaktion begrenzen könnte (Pavlov et al., 2003). 

Außerdem wird angenommen, dass durch eine geringere Volumenbelastung des 

Blutkreislaufs die Dehnung von Endothelzellen verringert wird, sodass diese weniger 

IL-6 ausschütten (Cheng et al., 1996). Bisher gab es keine Hinweise darauf, dass 

neben der systemischen Kopplung von Schlagrate und IL-6 Produktion durch das 

autonome Nervensystem, auch Mechanismen in den Herzmuskelzellen selbst 

existieren könnten, die zu einer Absenkung der IL-6 Produktion beitragen. 

Bei in vitro Experimenten in unserem Labor wurde an Ivabradin-behandelten 

neonatalen Rattenkardiomyozyten eine Senkung der Schlagrate bei paralleler 

Verringerung der IL-6 Produktion beobachtet. Hieraus wurde die Hypothese abgeleitet, 

dass ein direkter Wirkmechanismus zwischen der Kontraktion der Herzmuskelzellen 

und der IL-6 Produktion bestehen könnte. Dieser mögliche Zusammenhang wurde 

bisher in der Literatur weder untersucht noch beschrieben und ist Thema der 

vorliegenden Arbeit. 
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2 Zielstellung 

Septische Patienten mit tachykarder Herzfrequenz und einem starkem Anstieg 

proinflammatorischer Mediatoren (insbesondere IL-6) haben eine schlechte Prognose. 

In vitro Experimente unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass die Blockade des 

Schrittmacherkanals im Herzen (HCN-Kanal) durch den selektiven HCN-Kanal-Inhibitor 

Ivabradin eine Senkung der Schlagrate und parallel hierzu eine Reduktion der IL-6 

Produktion hervorrief. Es war unklar, ob Ivabradin die IL-6 Produktion direkt senkte 

oder durch elektromechanische Kopplung die IL-6 Produktion von der Schlagrate 

beeinflusst wurde. Bisher sind in der Literatur keine experimentellen Untersuchungen 

zum Einfluss des kardialen Kontraktionsmechanismus auf die Interleukin-6 Produktion 

beschrieben und es fehlte eine etablierte Methodik zur Analyse dieser Fragestellung. 

Um den genannten Punkten Rechnung zu tragen, soll in der vorliegenden Arbeit die 

kardiale Schlagrate kultivierter, spontan kontrahierender neonataler 

Rattenkardiomyozyten mittels pharmakologischer Intervention (Isoprenalin und 

Blebbistatin) und elektrischer Pulsation verändert und parallel dazu die IL-6 Produktion 

bestimmt werden. 

Die Arbeit fasst folgende Frage auf: 

1. Beeinflusst die kardiale Schlagrate neonataler Rattenkardiomyozyten die  

Interleukin-6 Produktion? 

Zur Beantwortung dieser zentralen Frage wurden folgende Fragen bearbeitet: 

2. Führen die verwendeten Methoden (Endotoxin, Isoprenalin, Blebbistatin, 

elektrische Pulsation) zu den erwarteten Veränderungen der Schlagrate? 

3. Wirkt Endotoxin (LPS) negativ chronotrop? 

4. Führt die Vor-Inkubation mit Endotoxin (LPS) zu einer stärkeren Steigerung der 

durch Isoprenalin gesteigerten Schlagrate? 
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3 Material und Methodik 

3.1 Zellkulturmaterialien und -zusätze 

Folgende Materialen und Zusätze wurden von den hier aufgelisteten Firmen erworben: 

Die 175 cm2- und 25 cm2-Kulturflaschen, sowie die Gewebekulturröhrchen erhielten wir 

von Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen, Deutschland). Von der Firma BD 

Bioscience (Heidelberg, Deutschland) bezogen wir die 6-Loch Platten (9,6 cm2 / Loch) 

aus Polystyrol mit Primaria Oberfläche und Zellfilter mit einer Porengröße von 70 µm. 

Die 96-Loch Mikrotiterplatten stammten von TPP Techno Plastic Products AG 

(Trasadingen, Schweiz). Die Mikroreaktionsgefäße wurden von der Eppendorf AG 

(Hamburg, Deutschland) bezogen und die 4-Loch Platten (21,8 cm2 / Loch) aus 

Polystyrol stammten von ThermoElectron LED GmbH (Langenselbold, Deutschland). 

Von der Firma Biochrom (Berlin, Deutschland) wurde VLE-(Very low Endotoxin)-RPMI 

(Roswell Park Memorial Institute)-Medium 1640 ohne L-Glutamin, die  

Trockensubstanz für das CMRL (Connaught Medical Research Laboratories)- 

Medium 1415, Penicillin / Streptomycin (10.000 IE / 10.000 µg / ml), L-Glutamin 

(200 mM), Pferdeserum, FKS (Fetales Kälberserum), die Puffersubstanz HEPES 

(Hydroxyethylpiperazin-Ethansulfonsäure), PBS (Phosphate Buffered Saline) und 

Trypsin erworben. MTT (Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide) und BSA 

(Bovines Serumalbumin) bezogen wir von Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, 

Deutschland). Den humanen, rekombinanten IL-6 (Interleukin-6)-Standard erhielten wir 

von der Peprotech GmbH (Hamburg, Deutschland). Transferrin wurde von Roche 

Pharma AG (Grenzach-Wyhlen, Deutschland) erworben und -Mercaptoethanol 

stammten von der Firma Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland). 

Endotoxin (Lipopolysaccharid, LPS) vom Gram-negativen Bakterium Escherichia coli 

O111-B4, Isoprenalin (Isoproterenol) und der Myosin II-Blocker Blebbistatin wurden 

von der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Deutschland) erworben. 
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3.2 Zellkulturmedien 

CMRL 1415-Trockensubstanz (100g)    

     

Alkohole:   Desoxynucleoside:  

0,04 g Cholinchlorid  0,35 g Desoxyadenosin 

0,07 g I-Inosit  0,35 g Desoxycytidin 
   3,50 mg 5-Methyl-Deoxycytidin 

Aminosäuren:   0,35 g Thymidin 

1,05 g L-Alanin    

17,52 g L-Arginin  Energieträger:  

0,35 g L-Asparaginsäure  7,88 g Na-Pyruvat 

6,27 g L-Cystein    

1,10 g L-Cystin  Enzyme:  

10,23 g L-Glutamin  0,04 g Cocarboxylase 

0,35 g L-Glutaminsäure  0,04 g Codecarboxylase 

0,60 g Glycin    

1,09 g L-Histidin  pH-Indikator:  

0,35 g L-Hydroxyprolin  0,74 g Phenolrot-Na 

1,82 g L-Isoleucin    

1,82 g L-Leucin  Proteine:  

1,65 g L-Lysin  0,35 g Glutathion 

0,53 g L-Methionin    

1,12 g L-Phenylalanin  Vitamine:  

1,05 g L-Prolin  1,75 g Ascorbinsäure 

0,42 g L-Serin  0,04 g D-Biotin 

1,68 g L-Threonin  18,00 mg D-Ca-Pantothenat 

0,35 g L-Tryptophan  0,04 g Folsäure 

1,26 g L-Tyrosin    

1,61 g L-Valin  Coenzyme:  

 

Zucker:  

17,52 g 

17,52 g 

 

 

D-Galaktose  

D-Glukose 

 0,04 g 

0,25 g 

0,04 g 

0,04 g 

 

FAD 

NAD 

NADP 

UTP  

    

 

 

 



   MATERIAL UND METHODIK 
_______________________________________________________________________________________________   

 _______________________________________________________________________________________________ 
 

   9

CMRL-Grundmedium (pH = 7,4)    

 2,35 g / l CMRL 1415 

 135,00 mM NaCl 

 5,40 mM KCl 

 0,36 mM NaH2PO4 

 1,30 mM CaCl2 

 0,97 mM MgSO4 

 1,40 mM Na2HPO4 

 7,50 mM Glukose 

 10,00 mM HEPES 

    

CMRL-Wachstumsmedium (pH = 7,4)    

in CMRL-Grundmedium 10,00 % Pferdeserum 

 10,00 % FKS 

 40,00 mg / ml Tobramycin 

    

Synthetisches Medium (pH = 7,4)    

in CMRL-Grundmedium 25,00 µg / ml Albumin 

 25,00 µg / ml Insulin 

 2,50 µg / ml Transferrin 

 40,00 mg / ml Tobramycin 

    

PBS- Lösung (pH = 7,4)    

in H2O 137,00 mM NaCl 

 2,70 mM KCl 

 10,60 mM Na2PO4 

 2,10 mM KH2PO4 

 5,00 mM Glukose 

    

Trypsinlösung    

in PBS-Lösung 0,125 % Trypsin 

 0,036 % Kollagenase 
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3.3 Präparation und Kultivierung neonataler Rattenkardiomyozyten 

Rattenkardiomyozyten wurden aus den Herzen neonataler Wistar-Laborratten isoliert, 

die wir von der Zentralen Tierhaltung des Zentrums für Medizinische 

Grundlagenforschung (Halle (Saale), Deutschland) erhielten. Die im Folgenden 

beschriebene Methode zur Kultivierung der Kardiomyozyten (Werdan und Erdmann, 

1989) wurde durch eine medizinisch-technische Laborassistentin durchgeführt. Die 

Organentnahme war unter dem internen Aktenzeichen "K6IIIM7“ gemeldet. Die Anzahl 

der getöteten Tiere wurde mit der Versuchstiermeldung über den 

Tierschutzbeauftragten dem Landesverwaltungsamt gemeldet. Die 1 bis 3 Tage alten 

Ratten wurden mithilfe einer Pinzette durch Genickbruch getötet und in 70 %-igem 

Ethanol desinfiziert. Anschließend wurden die Tiere sternotomiert und die noch 

schlagende Herzen entnommen. Die Herzen wurden in einer Petrischale mit 

eisgekühlter PBS-AG1-Lösung von Blut und Zellen gesäubert, mithilfe eines Skalpells 

vorsichtig zerkleinert und für 15 Min unter leichtem Rühren in die vorgewärmte 

Trypsinlösung gegeben. Der erste Überstand wurde verworfen, da dieser zum größten 

Teil Zellfragmente und Fibroblasten enthielt. Anschließend wurde erneut 5 ml frische, 

vorgewärmte Trypsinlösung zugegeben, gefolgt von einer 10 minütigen Inkubation im 

Brutschrank (Typ B12, Heraeus, Hanau, Deutschland) unter leichtem Rühren. Die 

Überstände wurden entnommen und der Vorgang wurde insgesamt zehnmal 

wiederholt. Die abgenommenen Überstände wurden jeweils in eisgekühlte 

Zentrifugenröhrchen, die 2 ml CMRL-Wachstumsmedium enthielten, überführt und für 

10 Min bei 1400 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Die entstandenen Pellets 

wurden in 5 ml CMRL-Wachstumsmedium resuspendiert, gesammelt und 

anschließend durch ein Zellsieb filtriert (70 µm) um die Herzmuskelzellen von 

Gewebestücken zu trennen. Anschließend wurde die Suspension in eine 175 cm2-

Zellkulturflasche überführt und für 1,5 Std im Brutschrank inkubiert. Da die Fibroblasten 

schneller als die Kardiomyozyten am Boden der Zellkulturflaschen adhärierten (Kruse 

Stopplösung zur IL-6 Bestimmung 
 50 % Dodecylsulfat-Natrium-Salz 

 50 % Dimethylformamid 

    

Verdünnungsmedium    

in RPMI 1640 1 % Penicillin / Streptomycin 

 

 

1 

2 

% 

% 

L-Glutamin 

FKS 
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und Patterson, 1973), waren nach 1,5 Std im Überstand vorwiegend Kardiomyozyten 

vorhanden. Die Kardiomyozyten wurden in einer Konzentration von 

1,2 x 105 Zellen / cm2 resuspendiert. Zur Bestimmung der Lebend-Zellzahl diente die 

Auszählung in einer Neubauer Zählkammer unter Trypanblaufärbung. Je nach 

anschließend verwendeter Methode wurden die Kardiomyozyten in 6-Loch bzw. 4-Loch 

Platten im Brutschrank 24 Std inkubiert. Währenddessen adhärierten die 

Kardiomyozyten am Boden der Kulturgefäße und begannen spontan zu kontrahieren. 

Am ersten Tag nach Beginn der Zellpräparation wurde das CMRL-Wachstumsmedium 

abgesaugt, die Zellen zweimal mit 3 ml vorgewärmten CMRL-Grundmedium 

gewaschen und durch 3,5 bzw. 5 ml (6- bzw. 4-Loch Platten) vorgewärmtes, frisches 

synthetisches Medium ersetzt. Das hinzugefügte synthetische Medium enthielt kein 

Serum, um die weitere Teilung von Fibroblasten und damit die Überwucherung der 

Herzmuskelzellen zu reduzieren. Nach weiterer 24-stündiger Inkubation im Brutschrank 

wurden die Zellkulturen erneut gewaschen, das synthetische Medium durch frisches 

ersetzt und die Zellen anschließend in den Experimenten verwendet.  

 

3.4 Messung der Schlagrate 

Die Schlagrate der neonatalen Rattenkardiomyozyten wurde unter dem Mikroskop 

mithilfe eines photoelektrischen Systems gemessen. Um den Objekttisch des 

Mikroskops war eine Kammer installiert, die mit einem Gebläse verbunden war. 

Dadurch konnte die Temperatur für Arbeiten am Mikroskop konstant auf 37 °C 

gehalten werden. Die Umgebung wurde bei den Messungen weitestgehend 

abgedunkelt. Die Schlagratenmessung wurde je nach verwendeter Methode in 6-Loch 

(Isoprenalin und Blebbistatin) bzw. 4-Loch Platten (elektrische Pulsation) durchgeführt. 

Die Platten wurden nacheinander unter das Mikroskop geführt und zunächst in vier 

Gesichtsfeldern pro Loch das Aussehen und Schlagverhalten der Zellen beurteilt. 

Anschließend wurden vier Messungen pro Loch in den 6-Loch Platten bzw. zwei 

Messungen pro Loch in den 4-Loch Platten durchgeführt. Dabei erfolgte in jedem Loch 

aller Proben zunächst die erste Messung und in gleicher Reihenfolge die zweite, dritte 

bzw. vierte Messung, um eine möglichst hohe Vergleichbarkeit zu erzielen. Durch eine 

im Mikroskop integrierte Kamera wurde das Schlagverhalten der Zellen in einem 

Zeitraum von 72 Sek aufgezeichnet. Daraus wurde die Schlagrate der Kardiomyozyten 

pro Minute abgeleitet. Die Auswertung der Schlagraten erfolgte mit einem für diese 

Anwendung entwickelten Programm, welches mit dem grafischen Programmiersystem 

LabView von National Instruments Germany GmbH (München, Deutschland) entworfen 

worden war. Alle Messungen wurden als Video auf digitalen Medien gespeichert. 
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3.5 Isoprenalin-Experimente 

Die Experimente zur Steigerung der Schlagrate durch Isoprenalin wurden in 6-Loch 

Platten durchgeführt. 48 Stunden nach Beginn der Kardiomyozyten-Isolation wurden 

die Zellen zweimal mit 3 ml CMRL-Grundmedium gewaschen und schließlich 2,5 ml 

synthetisches Medium hinzugefügt, um das Austrocknen der Zellen zu verhindern. Den 

Stimulantien wurde 1 ml synthetisches Medium zugegeben (pro Loch 3,5 ml 

Gesamtvolumen). Da die Schlagratenmessung einer 6-Loch Platte 30 Min benötigte, 

wurde die Stimulation der Platten in einem Abstand von 30 Min durchgeführt. Die 

Endkonzentrationen der Stimulantien betrugen 100 ng / ml LPS (Lipopolysaccharid, 

Endotoxin) bzw. 10 µM Isoprenalin. Zunächst wurde die Hälfte der Zellkulturplatten für 

24 Std mit LPS inkubiert, die anderen Platten wurden ohne LPS inkubiert. Diese 

Behandlung wird im Weiteren als Vor-Inkubation mit bzw. ohne LPS bezeichnet, um sie 

von der anschließenden Inkubation mit Isoprenalin abzugrenzen. Nach der Vor-

Inkubation wurde die Schlagrate gemessen und anschließend Isoprenalin zugegeben. 

Nach 10 Min und 24 Std Inkubation mit Isoprenalin wurde die Schlagrate erneut 

bestimmt.  

Bei den Experimenten, die einen Einfluss der Schlagrate auf die IL-6 Produktion 

überprüfen sollten, wurden vor Zugabe von Isoprenalin und nach 24 Std Inkubation mit 

Isoprenalin die Zellüberstände entnommen und die IL-6 Konzentration im 7TD1-Test 

gemessen.  

 

3.6 Blebbistatin-Experimente 

Für die Experimente mit Blebbistatin wurden 6-Loch Platten verwendet. 48 Stunden 

nach Beginn der Zellpräparation wurden die Zellen zweimal mit 3 ml CMRL-

Grundmedium gewaschen und 2,5 ml synthetisches Medium hinzugefügt. Nach 

Zugabe von Blebbistatin (0,1, 1 bzw. 10 µM) bzw. LPS (100 ng / ml) betrug das 

Gesamtvolumen 3,5 ml pro Loch. Jede Bedingung wurde in Duplikaten angesetzt. Die 

Inkubation wurde über 24 Std im Brutschrank durchgeführt. Anschließend erfolgte die 

Schlagratenmessung und die Abnahme der Überstände für die Bestimmung der IL-6 

Konzentration. Zusätzlichen wurde in einem Experiment bereits nach 5 Std Inkubation 

die Schlagrate gemessen und die Zellüberstände entnommen. 

 

3.7 Elektrische Pulsation der neonatalen Rattenkardiomyozyten 

Für Experimente mit elektrischer Pulsation wurden 4-Loch Platten verwendet. Vor 

Beginn der Pulsation wurden die Zellen zweimal mit 5 ml CMRL-Grundmedium 

gewaschen und 5 ml synthetisches Medium zugefügt. In einigen Experimenten wurde 
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zusätzlich Blebbistatin (1 µM) vor Beginn der Pulsation hinzugefügt. Zur elektrischen 

Pulsation wurde das „C-Pace“ und das dazugehörige „C-Dish“ von der Firma IonOptix 

Limited (Dublin, Irland) genutzt (Abb. 1). Das C-Pace ist ein Pulsationsgerät welches 

speziell für Zellkulturen in Inkubatoren entwickelt worden ist. Die Pulsationsfrequenz 

(0,1 Hz – 10 Hz), die elektrische Spannung (0 V – 40 V) und die Pulsationsdauer 

(0,4 ms – 24 ms)  konnten separat verändert werden. Das „C-Dish“, ein zweiteiliges, 

autoklavierbares Bauteil, wurde mithilfe eines Bandkabels mit dem „C-Pace“ 

verbunden. Über Karbonelektroden wurden die vom C-Pace generierten elektrischen 

Impulse auf die im „C-Dish“ enthaltene 4-Loch Platte übertragen. Insgesamt konnten 

pro Experiment zwei Platten elektrisch pulsiert werden. Für jede Platte wurden 

unterschiedliche Pulsationsparameter verwendet. Diese beiden Kombinationen wurden 

in allen nachfolgenden Experimente mit elektrischer Pulsation verwendet: „Pulsation 1“ 

mit einer Pulsationsdauer von 24 msec und einer Spannung von 10 V; „Pulsation 2“ mit 

einer Pulsationsdauer von 5 msec und einer Spannung 25 V. Die Schlagfrequenz 

wurde für beide Kombinationen auf 4 Hz definiert. In den Experimenten wurden zwei 

weitere 4-Loch-Platten nicht an das Pulsationsgerät angeschlossen. Diese dienten als 

Kontrollbedingung. Nach 2 Std bzw. 24 Std elektrischer Pulsation wurde die Schlagrate 

gemessen und ein Teil der Zellüberstände entnommen, um darin die IL-6 

Konzentration zu bestimmen.  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.8 Bestimmung der Interleukin-6 Konzentration 

Generell wurden zur IL-6 Bestimmung je 0,5 ml Zellüberstand entnommen und für 

10 Min bei 500 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Anschließend wurden davon 

0,45 ml Überstand entnommen und in Gegenwart von BSA (0,2 %; 0,1 ml) bei - 20 °C 

tiefgefroren. Die Bestimmung der IL-6 Konzentration erfolgte mithilfe eines 

Abb. 1: Culture Pacing System. Zur elektrischen Pulsation wurde 
das  Pulsationsgerät C-Pace und die dazugehörigen C-Dish 
verwendet (IonOptix, 2014). 
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biologischen Testverfahrens. Dafür wurde eine von IL-6-abhängige Mäuse-B-Zelllinie 

(7TD1) verwendet (van Snick et al., 1986). Die Zellen wurden in 25 cm2-Kulturflaschen 

im Brutschrank (37 °C, 7,5 % CO2) inkubiert. Dreimal in der Woche wurden 400000 

Zellen mit 8 ml RPMI-Kulturmedium (RPMI 1640, 10 % FKS, IL-6 (100 pg / ml) und -

Mercaptoethanol (0,5 µM)) subkultiviert. Zur Bestimmung der IL-6 Konzentration 

wurden 96-Loch Mikrotitierplatten verwendet. Zu Beginn wurde in jedes Loch 50 µl 

Verdünnungsmedium aufgetragen. Die Proben bzw. eine IL-6 Standardlösung 

(10 ng / ml) wurden in die oberste Reihe der Platte gegeben (17 µl) und in 1:4 

Verdünnungsschritten verdünnt. Die 7TD1-Zellen aus der Dauerkultur wurden in ein 

Zentrifugenröhrchen überführt und bei 800 rpm für 10 Min dreimal zentrifugiert. 

Zwischen den Zentrifugenschritten wurden sie in IL-6-freiem Medium aus RPMI 1640, 

1 % Penicillin / Streptomycin und 1 % L-Glutamin resuspendiert. Nach der Zellzählung 

in einer Neubauer-Zählkammer wurden 30.000 Zellen / ml in RPMI 1640 mit 18 % FKS, 

1 % Penicillin / Streptomycin, 1 % L-Glutamin und 1 µM -Mercaptoethanol gegeben. 

Die Zellsuspension (50 µl) wurde in jedes Loch der Mikrotiterplatte pipettiert und die 

Platten für 72 Std im Brutschrank inkubiert. Daraufhin wurde MTT (10 µl / Loch) 

zugegeben. Nach 4 Std Inkubation im Brutschrank wurde die Reaktion durch Zugabe 

von 100 µl Stopplösung pro Loch (5 % SDS, 50 % Dimethylformamide) gestoppt. Die 

Platten wurden anschließend über Nacht auf einem Plattenschüttler (Titramax 1000, 

Heidolph, Schwabach, Deutschland) geschüttelt, sodass sich die gebildeten Kristalle 

auflösten. Am nächsten Morgen erfolgte die Messung der Extinktion bei 570 nm an 

einem ELISA- (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) Messgerät (SpectraFluor, 

Tecan, Berlin, Deutschland). Mithilfe der ED50-Analyse (Mittlere effektive Dosis) wurde 

anschließend die IL-6 Konzentration bestimmt. Durch den Vergleich der ED50-Werte 

der Proben mit den ED50-Werten des IL-6 Standard, wurde die IL-6 Konzentration in 

den Proben berechnet. 

 

3.9 Statistische Auswertung 

Zur statistischen Auswertung der Daten wurde die Software IBM SPSS Statistics 

Version 19 verwendet. Es wurden häufig mehrere Einzelexperimente als 

Mittelwert ± Standardabweichung zusammengefasst. Die Berechnung der 

Signifikanzen wurde mithilfe des Mann-Whitney-Tests durchgeführt. 
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4 Ergebnisse 

Frühere experimentelle Arbeiten in unserem Labor an Ivabradin-behandelten 

neonatalen Rattenkardiomyozyten wiesen darauf hin, dass ein direkter 

Zusammenhang zwischen der Kontraktion der Herzmuskelzellen von Ratten und der 

Interleukin-6 (IL-6) Produktion dieser Zellen bestehen könnte. Ziel der vorliegenden 

Arbeit besteht daher in der Untersuchung, inwieweit eine gezielte Veränderung der 

Schlagrate die IL-6 Produktion beeinflussen könnte. Hierzu wurde die Schlagrate durch 

drei, auf unterschiedlichen Wirkmechanismen beruhenden Methoden verändert. Durch 

das Sympathomimetikum Isoprenalin wurde die Schlagrate pharmakologisch 

gesteigert, wohingegen mithilfe des Myosin-Blockers Blebbistatin die Schlagrate 

pharmakologisch inhibiert wurde. Darüber hinaus erfolgte durch elektrische Pulsation 

die rhythmische Depolarisation, die zur Steigerung der Schlagrate führte. Parallel zur 

gezielten Veränderung der Schlagrate wurde die IL-6 Produktion in den 

Zellüberständen bestimmt. 

 

4.1 Das verwendete Testsystem eignet sich zur Analyse der durch Isoprenalin 
und Endotoxin veränderten Schlagrate  

Bevor der Einfluss der Schlagrate auf die IL-6 Produktion untersucht wurde, sollte 

zunächst dargestellt werden, ob eine Veränderung der Schlagrate in dem verwendeten 

in vitro Testsystem mit kultivierten Rattenkardiomyozyten möglich war. Hierzu wurden 

die kultivierten Rattenkardiomyozyten mit Isoprenalin inkubiert und die Schlagrate an 

zwei Messzeitpunkten bestimmt. Weiterhin ging aus früheren Untersuchungen hervor, 

dass Lipopolysaccharid (LPS) an die Schrittmacherkanäle des Herzens bindet und 

dadurch die Chronotropie von Myokardzellen beeinflusst (Klöckner et al., 2011). Daher 

wurde die Wirkung von Isoprenalin auf die Schlagrate auch nach Vor-Inkubation mit 

LPS bestimmt (Abb. 2). 

Die Kardiomyozyten ohne LPS-Vor-Inkubation und vor Zugabe von Isoprenalin wiesen 

eine spontane Kontraktion auf (58 ± 26 Schläge / Min). Die Zugabe von Isoprenalin 

erhöhte die Schlagrate der Kardiomyozyten zu beiden Messzeitpunkten (nach 10 Min 

auf 90 ± 49 Schläge / Min bzw. nach 24 Std auf 71 ± 24 Schläge / Min). Die 

Kardiomyozyten, die mit LPS vor-inkubiert wurden, wiesen vor Zugabe von Isoprenalin 

eine spontane Kontraktion von 32 ± 20 Schläge / Min auf. Dies bestätigte den von 

unserer Arbeitsgruppe beschriebenen hemmenden Einfluss von LPS auf die 

Schlagrate der Kardiomyozyten (Ebelt et al., 2015). Die Zugabe von Isoprenalin zu den 

mit LPS vor-inkubierten Kardiomyozyten führte ebenfalls zu einer Steigerung der 

Schlagrate. Unmittelbar nach Zugabe von Isoprenalin (10 Min) wurde die Schlagrate 
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der Kardiomyozyten auf 65 ± 35 Schläge / Minute gesteigert. Auch 24 Std nach 

Zugabe von Isoprenalin war noch eine ähnlich starke Steigerung der Schlagrate auf 

66 ± 26 Schläge / Minute messbar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aus Patch-clamp Untersuchungen von Zorn-Pauly et al. (2007) geht hervor, dass der 

durch Isoprenalin hervorgerufene Ionenstrom durch den Schrittmacher-Kanal (HCN-

Kanal) größer war, wenn die Kardiomyozyten mit LPS vor-inkubiert wurden. Wäre 

diese Beobachtung auf das hier verwendete Testsystem mit spontan kontrahierenden 

Rattenkardiomyozyten übertragbar, sollten die Kardiomyozyten die mit LPS vor-

inkubiert wurden, auf die Zugabe von Isoprenalin mit einer höheren Steigerung der 

Schlagrate reagieren, als Kardiomyozyten ohne LPS-Vor-Inkubation. Um die Daten 

hierauf zu untersuchen war es notwendig, die jeweiligen Schlagraten vor Zugabe von 

Isoprenalin mit den Schlagraten nach Isoprenalin-Zugabe in ein prozentuales 

Verhältnis zu setzen. Um diese Auswertung durchzuführen, wurde dafür die Schlagrate 

vor Isoprenalin-Zugabe in jedem Well separat als 100 % definiert (Abb. 3; „vor ISO“). 

Abb. 2: Isoprenalin steigert die Schlagrate in Ab- und Anwesenheit von LPS. 
Spontan kontrahierende Rattenkardiomyozyten wurden in 6-Loch Platten kultiviert 

(1,2 x 105 Zellen / cm2) und 24 Std in Ab- bzw. Anwesenheit von 100 ng / ml LPS 

inkubiert. Anschließend wurde Isoprenalin (10 µM) zugegeben. Die Schlagrate 

 wurde vor der Zugabe von Isoprenalin, nach 10 Min und nach 24 Std 

Isoprenalininkubation gemessen. Dazu erfolgte die Messung der Schlagrate an vier 

Positionen jeder Kultur für jeweils 72 Sek. Die Abbildung stellt die Zusammenfassung 

der Messungen von sieben Experimenten mit unabhängigen Zellisolaten dar. 

Dargestellt wurden die Mittelwerte der Schlagrate ± Standardabweichung 

[Schläge / Min]. Statistisch analysiert wurden die Daten mithilfe des Mann-Whitney-

Tests.         
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Nach Zugabe von Isoprenalin wurde die gemessene Schlagrate in jedem Well mit der 

durchschnittlichen Schlagrate in diesem Well vor Zugabe von Isoprenalin in ein 

prozentuales Verhältnis gesetzt. Die Schlagrate der Kardiomyozyten die ohne LPS vor-

inkubiert wurden, stieg von 100 ± 25 % vor Zugabe von Isoprenalin auf 154 ± 52 % 

nach 10 Min an. Nach 24 Std zeigte sich eine vergleichbare Steigerung der Schlagrate 

auf 147 ± 71 %. Bei den Kardiomyozyten die mit LPS vor-inkubiert waren, wurde die 

Schlagrate durch Isoprenalin von 100 ± 27 % auf 239 ± 151 % nach 10 Min bzw. auf 

230 ± 122 % nach 24 Std Inkubation gesteigert. Der Vergleich der Steigerungen der 

Schlagraten zeigte, dass die Kardiomyozyten die mit LPS vor-inkubiert wurden zu 

beiden Messzeitpunkten (10 Min und 24 Std nach Zugabe von Isoprenalin) signifikant 

höhere Schlagraten aufwiesen als diejenigen, die ohne LPS vor-inkubiert waren. Damit 

konnten die durchgeführten Experimente mit spontan-kontrahierenden Kardiomyozyten 

in dem hier verwendeten Testsystem die Ergebnisse der Patch-clamp Untersuchungen 

von Zorn-Pauly et al. (2007) unterstützen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3: Die LPS-Vor-Inkubation erhöht die Stimulierbarkeit der Kardiomyozyten auf 
Isoprenalin. Die in Abb. 2 dargestellten Daten wurden hier in anderer Form analysiert. Nach 

Zugabe von Isoprenalin wurde die gemessene Schlagrate in jedem Well mit der 

durchschnittlichen Schlagrate in diesem Well vor Zugabe von Isoprenalin, in ein 

prozentuales Verhältnis gesetzt (vor ISO ≙ 100 %). Dargestellt wurden die Mittelwerte der 

Schlagrate ± Standardabweichung [%]. Statistisch analysiert wurden die Daten mithilfe des 

Mann-Whitney-Tests (***, p < 0,001). 
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4.2 Das Sympathomimetikum Isoprenalin steigert die Schlagrate, aber nicht 
die Interleukin-6 Produktion von neonatalen Rattenkardiomyozyten 

Die folgenden Experimente haben das Ziel, in dem zuvor beschriebenen Testsystem 

den Einfluss der Schlagrate auf die IL-6 Produktion zu untersuchen. Hierzu wurde die 

Schlagrate in Gegenwart und Abwesenheit von LPS durch Isoprenalin gesteigert. 

Parallel dazu wurde die IL-6 Produktion der Zellen bestimmt (Abb. 4). In 

Übereinstimmung mit den zuvor gezeigten Daten (siehe Abb. 2), wiesen die 

Kardiomyozyten eine spontane Schlagrate in Abwesenheit von LPS und vor Zugabe 

von Isoprenalin von 47 ± 22 Schläge / Min (≙ 100 ± 34 %) auf. Die Inkubation mit 

Isoprenalin (24 Std) erhöhte die Schlagrate auf 173 ± 66 %. Die Schlagrate wurde 

durch LPS in den hier dargestellten Experimenten auf 60 ± 50 % gesenkt. Die 

Inkubation mit Isoprenalin erhöhte in Gegenwart von LPS die Schlagrate auf 

141 ± 48 %. In den Kulturen wurde die IL-6 Produktion bestimmt.  

Die IL-6 Produktion betrug in Abwesenheit von LPS und vor Zugabe von Isoprenalin 

956 ± 316 pg / ml (≙ 100 ± 21 %). Nach 24-stündiger Inkubation mit Isoprenalin wurde 

die IL-6 Produktion nicht signifikant verändert und betrug 93 ± 20 %. In Anwesenheit 

von LPS wurde die IL-6 Produktion deutlich auf 875 ± 412 % gesteigert. Nach der 

Inkubation mit Isoprenalin erfolgte keine weitere Steigerung der IL-6 Produktion 

(816 ± 369 %). Die unter Verwendung von Isoprenalin durchgeführten Experimente 

deuteten damit nicht darauf hin, dass eine durch Isoprenalin erhöhte Schlagrate eine 

Steigerung der IL-6 Produktion zur Folge hat.  
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Abb. 4: Isoprenalin steigert die Schlagrate der neonatalen Rattenkardiomyozyten, 
während die IL-6 Produktion unverändert bleibt. Spontan kontrahierende 

Rattenkardiomyozyten wurden in 6-Loch Platten kultiviert (1,2 x 105 Zellen / cm2) und 

24 Std in Ab- und Anwesenheit von 100 ng / ml LPS inkubiert. Anschließend wurde 

Isoprenalin (10 µM) zugegeben. Vor der Zugabe von Isoprenalin und nach 24 Std 

Inkubation wurde die Schlagrate für jeweils 72 Sek an vier Positionen jeder Kultur 

gemessen. Die Überstände für die IL-6 Bestimmung wurden ebenfalls vor 

Isoprenalinzugabe und nach 24 Std abgenommen und mithilfe des 7TD1-Tests im 

Triplikat quantifiziert. Dargestellt wurden die Mittelwerte der Schlagraten ± 

Standardabweichung [%] und die Mittelwerte der IL-6 Produktion ± Standardabweichung 

[%]. Die Bedingung „vor Isoprenalin - ohne LPS“ wurde als 100 % definiert. Die Graphik 

fasst die Messungen von drei Experimenten mit unabhängigen Zellisolaten zusammen. 

Statistisch analysiert wurden die Daten mithilfe des Mann-Whitney-Tests (n.s., nicht 

signifikant; ***, p < 0,001). 
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4.3 Durch Blebbistatin wird die Schlagrate und die Interleukin-6 Produktion 
neonataler Rattenkardiomyozyten verringert 

Zur weiteren Untersuchung der Abhängigkeit der IL-6 Produktion von der Schlagrate 

wurden neben Experimenten mit Isoprenalin, Untersuchungen mit anderen 

Wirkmechanismen zur gezielten Beeinflussung der Schlagrate durchgeführt. Zur 

gezielten Veränderung der Schlagrate diente im Folgenden der Myosinblocker 

Blebbistatin.  

 

4.3.1 Die Inkubation mit Blebbistatin über 24 Stunden senkt die Schlagrate und 
die Interleukin-6 Produktion  

In Abb. 5 wurde der Einfluss von Blebbistatin auf die Schlagrate und die IL-6 

Produktion der neonatalen Rattenkardiomyozyten in Ab- und Anwesenheit von LPS 

dargestellt. Die Schlagrate der neonatalen Rattenkardiomyozyten in Abwesenheit von 

LPS und in Abwesenheit von Blebbistatin betrug 56 ± 19 Schläge / Min (≙ 100 ± 17 % ). 

Durch die Zugabe von 10 bzw. 1 µM Blebbistatin wurde die Schlagrate der 

Rattenkardiomyozyten vollständig blockiert. Die Zugabe der niedrigsten 

Blebbistatinkonzentration (0,1 µM) bewirkte keine vollständige Blockade, sondern eine 

Absenkung der Schlagrate auf 73 ± 30 %. Durch LPS wurde die Schlagrate wie 

erwartet gesenkt (78 ± 24 %). Blebbistatin (10 und 1 µM) blockierte auch in 

Anwesenheit von LPS die Kontraktion der Kardiomyozyten vollständig. Anders als in 

Abwesenheit von LPS, wurde in Anwesenheit von LPS die Schlagrate durch die 

niedrigste Blebbistatinkonzentration (0,1 µM) nicht signifikant gesenkt (59 ± 37 %). 

Da die Experimente zum Ziel hatten die Abhängigkeit der IL-6 Produktion von der 

Schlagrate zu untersuchen, wurde parallel zur Schlagrate auch die IL-6 Produktion der 

Kardiomyozyten bestimmt. In Abwesenheit von LPS senkte die höchste 

Blebbistatinkonzentration (10 µM) die IL-6 Produktion (51 ± 11 %). Durch 1 µM 

Blebbistatin wurde die IL-6 Produktion auf 58 ± 25 % gesenkt und durch 0,1 µM 

Blebbistatin auf 60 ± 14 %. Darüber hinaus zeigte sich erneut, dass LPS die IL-6 

Produktion der Kardiomyozyten erheblich steigerte (825 ± 209 %). Die beiden höchsten 

Blebbistatinkonzentrationen (10 und 1 µM) senkten auch die durch LPS stimulierte IL-6 

Produktion (10 µM: 638 ± 114 %; 1 µM: 604 ± 169 %). Bei der Inkubation mit der 

niedrigsten Blebbistatinkonzentration (0,1 µM) unter LPS-Stimulation zeigte sich 

hingegen keine signifikante Absenkung der IL-6 Produktion (729 ± 169 %). 

Werden die Stärke der Absenkung der Schlagrate bzw. der IL-6 Produktion 

miteinander verglichen, zeigte sich, dass die Absenkung der Schlagrate wesentlich 
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ausgeprägter war als die Absenkung der IL-6 Produktion. Die beiden höchsten 

Konzentrationen Blebbistatin (10 und 1 µM) führten in Abwesenheit und Gegenwart 

von LPS zu einer vollständigen Inhibition der Schlagrate. Die IL-6 Produktion wurde 

unter diesen Blebbistatinkonzentrationen wesentlich schwächer gesenkt. 

Zusammenfassend zeigte sich bei den Untersuchungen nach 24 Std Inkubation, dass 

eine signifikante Absenkung der Schlagrate durch die unterschiedlichen 

Konzentrationen von Blebbistatin, jeweils auch eine Absenkung der IL-6 Produktion zur 

Folge hatte. Darüber hinaus wurde die Schlagrate und die IL-6 Produktion 

unterschiedlich stark abgesenkt. Es lässt sich daher aus den oben gezeigten 

Experimenten schlussfolgern, dass ein Einfluss der Schlagrate auf die IL-6 Produktion 

existieren könnte, dieser jedoch gering ausgeprägt ist. 
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Abb. 5: Die Inkubation mit Blebbistatin verringert die Schlagrate und die IL-6 
Produktion neonataler Rattenkardiomyozyten in unterschiedlichem Maße. 
Spontan kontrahierende Rattenkardiomyozyten wurden in 6-Loch Platten kultiviert 

(1,2 x 105 Zellen / cm2). Anschließend wurde Blebbistatin (0,1, 1 und 10 µM) in 

Gegenwart bzw. Abwesenheit von LPS (100 ng / ml) zugegeben. Nach 24 Std 

Inkubation wurde die Schlagrate für jeweils 72 Sek an drei Positionen jeder Kultur 

gemessen. Die Überstände für die IL-6 Bestimmung wurden ebenfalls nach 24 Std 

Inkubation entnommen und mithilfe des 7TD1-Tests im Triplikat quantifiziert. Die 

Bedingung „ohne Blebbistatin – ohne LPS“ wurde als 100 % definiert. Dargestellt 

wurden die Mittelwerte der Schlagrate ± Standardabweichung [%] und der IL-6 

Produktion ± Standardabweichung [%]. Die Graphik stellt die Messungen von drei 

Experimenten mit unterschiedlichen Zellisolaten dar. Statistisch analysiert wurden die 

Daten mithilfe des Mann-Whitney-Tests (**, p < 0,01; ***, p < 0,001, n.s., nicht 

signifikant). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   ERGEBNISSE 
_______________________________________________________________________________________________   

 _______________________________________________________________________________________________ 
 

   23 

4.3.2 Eine 5-stündige Inkubation mit Blebbistatin senkt die Schlagrate und die 
Interleukin-6 Produktion 

Zur besseren Beurteilung der Ergebnisse mit Blebbistatin wurde zusätzlich ein 

Experiment durchgeführt, bei dem die Schlagrate und die IL-6 Produktion bereits nach 

5-stündiger Inkubation mit Blebbistatin bestimmt wurden (Abb. 6). Die Kontraktion der 

Kardiomyozyten nach 5 Std Inkubation in Abwesenheit von Blebbistatin wurde als 

100 % definiert (≙ 130 ± 12 Schläge / Min). Die 5-stündige Inkubation mit 10 µM 

Blebbistatin blockierte die Kontraktion vollständig. Durch 1 µM Blebbistatin wurde die 

Schlagrate auf 68 ± 5 % gesenkt. In Gegenwart von 0,1 µM Blebbistatin wurde keine 

Absenkung der Schlagrate gemessen (109 ± 6 %). Parallel wurden die Kardiomyozyten 

mit LPS inkubiert. Die LPS-Inkubation über 5 Std hatte keinen signifikanten Effekt auf 

die Schlagrate der Kardiomyozyten (95 ± 9 %). Wie in den Zellkulturen ohne LPS, 

wurde die Schlagrate durch 10 µM Blebbistatin auch in Anwesenheit von LPS 

vollständig blockiert. Die Inkubation mit 1 µM Blebbistatin senkte die Schlagrate auf 

13 ± 31 %. Die Inkubation mit 0,1 µM Blebbistatin zeigte, wie auch in Abwesenheit von 

LPS, keine Absenkung der Schlagrate (92 ± 10 %). 

Neben der Schlagrate wurde auch die IL-6 Produktion in den Zellüberständen bereits 

nach 5 Std quantifiziert. Es zeigte sich in Abwesenheit von LPS, dass die Inkubation 

mit 10 µM Blebbistatin die IL-6 Produktion auf 48 ± 8 % und die Inkubation mit 1 µM 

Blebbistatin die IL-6 Produktion auf 54 ± 13 % absenkte. Nach Zugabe der niedrigsten 

Blebbistatinkonzentration (0,1 µM) wurde keine signifikante Absenkung gemessen  

(84 ± 14 %). Die Inkubation mit LPS bewirkte eine Steigerung der IL-6 Produktion auf 

754 ± 105 % gegenüber unstimulierten Kardiomyozyten. In Anwesenheit von LPS 

bewirkte die Inkubation mit allen drei Blebbistatinkonzentrationen (10, 1 und 0,1 µM) 

eine Absenkung der IL-6 Produktion. Die Inkubation mit 10 µM Blebbistatin senkte die 

IL-6 Produktion auf 412 ± 64 %. Die Inkubation mit 1 bzw. 0,1 µM Blebbistatin senkte 

die IL-6 Produktion auf 449 ± 70 % bzw. 498 ± 81 % ab. 

Zusammenfassend zeigte sich auch bei der Messung nach 5 Std Inkubation mit 

Blebbistatin eine Absenkung der Schlagrate und der IL-6 Produktion. Wird die Stärke 

der Absenkung von Schlagrate und IL-6 Produktion unter der höchsten 

Blebbistatinkonzentration verglichen, zeigte sich in Abwesenheit und Gegenwart von 

LPS eine vollständigen Inhibition der Schlagrate, wohingegen die IL-6 Produktion unter 

dieser Blebbistatinkonzentration wesentlich schwächer abgesenkt wurde. Die 

Schlussfolgerung aus den Experimenten nach 24 Std Inkubation, dass ein geringer 

ausgeprägter Einfluss der Schlagrate auf die IL-6 Produktion existieren könnte, wird 

somit durch das Experiment nach 5 Std Inkubation unterstützt. 
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Abb. 6: Die Inkubation mit Blebbistatin über 5 Std verringert die Schlagrate und 
die IL-6 Produktion neonataler Rattenkardiomyozyten unterschiedlich stark. 
Spontan kontrahierende Rattenkardiomyozyten wurden in 6-Loch Platten kultiviert 

(1,2 x 105 Zellen / cm2). Anschließend wurde Blebbistatin (0,1, 1 und 10 µM) in 

Gegenwart bzw. Abwesenheit von LPS (100 ng / ml) zugegeben. Nach 5 Std 

Inkubation wurde die Schlagrate für jeweils 72 Sek an drei Positionen jeder Kultur 

gemessen. Die Überstände für die IL-6 Bestimmungen wurden ebenfalls nach 5 Std 

Inkubation entnommen und mithilfe des 7TD1-Tests im Triplikat quantifiziert. Die 

Bedingung „ohne Blebbistatin - ohne LPS“ wurde als 100 % definiert. Dargestellt 

wurden die Mittelwerte der Schlagrate ± Standardabweichung [%] und der IL-6 

Produktionen ± Standardabweichung [%]. Es wurde ein Experiment durchgeführt. 

Statistisch analysiert wurden die Daten mithilfe des Mann-Whitney-Tests (*, p < 0,05; 

**, p < 0,01). 
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4.4 Die elektrische Pulsation steigert die Schlagrate und die Interleukin-6 
Produktion 

Die Experimente unter Verwendung von Isoprenalin zeigten keine Hinweise auf eine 

Abhängigkeit der IL-6 Produktion von der Schlagrate. Im Gegensatz dazu deuteten die 

Experimente mit Blebbistatin auf eine, wenn auch gering ausgeprägte, Abhängigkeit 

hin. Für eine exaktere Beurteilung sollte im Folgenden über einen weiteren 

Wirkmechanismus die Schlagrate gezielt verändert werden. Hierzu wurden die 

kultivierten Kardiomyozyten elektrischer Pulsation ausgesetzt. Durch rhythmische 

Membrandepolarisation sollte hierbei die Schlagrate der Kardiomyozyten gesteigert 

und parallel dazu die IL-6 Produktion der Zellüberstände bestimmt werden. 

 

4.4.1 Die 24-stündige elektrische Pulsation steigert die Schlagrate und die 
Interleukin-6 Produktion 

In Abb. 7 wurde der 24-stündige Einfluss der elektrischen Pulsation auf die Schlagrate 

bzw. die IL-6 Produktion dargestellt. Die Kardiomyozyten kontrahierten spontan mit 

100 ± 27 % (≙ 32 ± 14 Schläge / Min). Unter elektrischer Pulsation mit einer 

Pulsationsdauer von 24 msec und einer elektrischen Spannung von 10 V 

(= Pulsation 1) wurde die Schlagrate auf 213 ± 117 % erhöht. Unter Pulsation mit einer 

Pulsationsdauer von 5 msec und einer Spannung von 25 V (= Pulsation 2) wurde die 

Schlagrate auf 310 ± 234 % gesteigert. Die Schlagraten, die durch Pulsation 1 bzw. 2 

hervorgerufen worden sind, waren nicht signifikant unterschiedlich. 

Die parallel hierzu gemessene IL-6 Produktion ohne Pulsation 

betrug  777 ± 293 pg / ml (≙ 100 ± 21 %). Durch Pulsation 1 wurde die IL-6 Produktion 

auf 258 ± 151 % erhöht. Durch Pulsation 2 wurde die IL-6 Produktion auf 192 ± 129 % 

gesteigert. Die durch Pulsation 1 hervorgerufene IL-6 Produktion war dabei signifikant 

höher als die IL-6 Produktion durch Pulsation 2. 

Die Daten zeigten zusammenfassend, dass die elektrische Pulsation in den Kulturen 

sowohl die Schlagrate als auch die IL-6 Produktion erhöhte. Dieser Verlauf könnte auf 

einen Einfluss der Schlagrate auf die IL-6 Produktion hinweisen. 

 

 

 

 

 

 

 



   ERGEBNISSE 
_______________________________________________________________________________________________   

 _______________________________________________________________________________________________ 
 

   26 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 7: Die 24-stündige elektrische Pulsation steigert die Schlagrate und 
die IL-6 Produktion. Spontan kontrahierende Rattenkardiomyozyten wurden in 

4-Loch Platten kultiviert (1,2 x 105 Zellen / cm2) und mit einer Frequenz von 4 Hz 

pulsiert („Pulsation 1“: 10 V elektrische Spannung, 24 msec Pulsationsdauer; 

„Pulsation 2“: 25 V elektrische Spannung, 5 msec Pulsationsdauer). Nach  

24 Std wurde die Schlagrate an drei zufällig ausgewählten Punkten für jeweils 

72 Sek gemessen. Die Zellüberstände wurden ebenfalls nach 24 Std 

abgenommen und die IL-6 Konzentration mithilfe des 7TD1-Tests im  

Triplikat quantifiziert. Dargestellt wurden die Mittelwerte der Schlagrate ± 

Standardabweichung [%] und der IL-6 Produktion ± Standardabweichung [%]. 

Die Bedingung „ohne Pulsation“ wurde jeweils als 100 % definiert. Die Graphik 

fasst die Messungen von drei Experimenten mit unterschiedlichen Zellisolaten 

zusammen. Statistisch analysiert wurden die Daten mithilfe des Mann-Whitney-

Tests (*, p < 0,05; ***, p < 0,001; n.s., nicht signifikant). 
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4.4.2 Eine 2-stündige elektrische Pulsation steigert die Schlagrate und die 
Interleukin-6 Produktion 

Zur Untersuchung, ob eine Abhängigkeit der IL-6 Produktion von der Schlagrate bereits 

nach 2 Std Pulsation besteht, wurden weitere Experimente nach diesem Zeitraum 

durchgeführt (Abb. 8). Die Kardiomyozyten kontrahierten spontan nach 2 Std ohne 

Pulsation mit 12 ± 14 Schläge / Min (≙ 100 ± 9 %). Nach 2 Std mit Pulsation 1 stieg die 

Schlagrate auf 785 ± 591 % an. Durch Pulsation 2 wurde die Schlagrate auf 

1279 ± 1077 % gesteigert. Die IL-6 Produktion betrug nach 2 Std ohne Pulsation 

479 ± 186 pg / ml (≙ 100 ± 21 %). Unter elektrischer Pulsation mit Pulsation 1 bzw. 2 

wurde die IL-6 Produktion auf 307 ± 220 % bzw. 275 ± 189 % gesteigert. Wie bereits 

die Ergebnisse der 24-stündigen Pulsation zeigten, deuteten auch die Messwerte nach 

2-stündiger Pulsation auf einen Einfluss der Schlagrate auf die IL-6 Produktion hin.  
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Abb. 8: Die 2-stündige elektrische Pulsation steigert die Schlagrate und die 
IL-6 Produktion. Spontan kontrahierende Rattenkardiomyozyten wurden in 4-

Loch Platten kultiviert (1,2 x 105 Zellen / cm2) und mit einer Frequenz von 4 Hz 

pulsiert („Pulsation 1“: 10 V elektrische Spannung, 24 msec Pulsationsdauer; 

„Pulsation 2“: 25 V elektrische Spannung, 5 msec Pulsationsdauer). Nach 2 Std 

wurde die Schlagrate an drei zufällig ausgewählten Punkten für jeweils 72 Sek 

gemessen. Die Zellüberstände wurden ebenfalls nach 2 Std abgenommen und 

die IL-6 Konzentration mithilfe des 7TD1-Tests quantifiziert. Dargestellt wurden 

die Mittelwerte der Schlagrate ± Standardabweichung [%] und der IL-6 

Produktion ± Standardabweichung [%]. Die Bedingung „ohne Pulsation“ wurde 

jeweils als 100 % definiert. Die Darstellung fasst die Messungen von drei 

Experimenten mit unterschiedlichen Zellisolaten zusammen. Statistisch analysiert 

wurden die Daten mithilfe des Mann-Whitney-Tests ( ***, p < 0,001). 
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5 Diskussion 

Eine erhöhte kardiale Schlagrate und ein Anstieg des Zytokins IL-6 im Plasma sind 

anerkannte Risikofaktoren und prognosebestimmend bei Patienten mit SIRS (Casey et 

al., 1993; Meduri et al., 1995; Leibovici et al., 2007). Das Ziel der vorliegenden Arbeit 

war die Evaluation eines möglichen Einflusses der Schlagrate neonataler 

Rattenkardiomyozyten auf die IL-6 Produktion dieser Zellen. Als Grundlage dienten 

vorangegangene pharmako-physiologische Experimente unserer Arbeitsgruppe mit 

dem HCN-Kanal-Blocker Ivabradin. Aufgrund der Ergebnisse dieser Untersuchungen, 

die darauf hinwiesen, dass ein Abhängigkeit der IL-6 Produktion von der Schlagrate 

existieren könnte, wurden hier unter Anwendung von drei verschieden Methoden 

weiterführende Experimente mit der Fragestellung durchgeführt, ob die Kontraktion 

einen Einfluss auf die Produktion von Interleukin-6 hat. 

 

5.1 Isoprenalin und LPS wirken chronotrop auf neonatale 
Rattenkardiomyozyten 

Das in unserer Arbeitsgruppe verwendete Modell isolierter neonataler 

Rattenkardiomyozyten stellt keine weit verbreitete Methode dar. Zur Validierung des 

Testsystems wurden daher zwei Substanzen mit bekanntermaßen  

unterschiedlichen chronotropen Eigenschaften verwendet. Isoprenalin, ein  

β-Sympathomimetikum mit einer positiv chronotropen Wirkung, bewirkt eine Steigerung 

der Schlagrate. Freyss-Beguin et al. (1983) beschrieben eine Erhöhung der Schlagrate 

um ca. 20 %. Dies konnte in den hier durchgeführten Experimenten bestätigt werden. 

Andererseits wurde LPS verwendet. Das Endotoxin LPS (Lipopolysaccharid) ist ein 

Bestandteil der Zellwand gram-negativer Bakterien und besitzt im Rahmen des SIRS 

eine Schlüsselrolle bei der Initiierung der proinflammatorischen Reaktion. Darüber 

hinaus ist LPS in der Lage direkt an die Schrittmacherzellen des Herzens zu binden 

und die Schlagrate abzusenken (Klöckner et al., 2011). Die von uns durchgeführten in 

vitro Untersuchungen an neonatalen Rattenkardiomyozyten zeigten einen negativ 

chronotropen Einfluss von LPS auf die Schlagrate (Ebelt et al., 2015) und konnten 

durch die Daten der vorliegenden Arbeit bestätigt werden. Sowohl Isoprenalin als auch 

LPS veränderten also in dem von uns verwendeten Testsystem die Schlagrate wie in 

der Literatur beschrieben. Dies interpretierten wir als Eignung des verwendeten 

Modells isolierter neonataler Rattenkardiomyozyten zur Durchführung weiterer 

führender Untersuchungen. 
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5.2 Die durch Isoprenalin gesteigerte Schlagrate besitzt keinen Einfluss auf 
die Interleukin-6 Produktion 

Zur Untersuchung der Fragestellung, ob ein Einfluss der Schlagrate auf die  

IL-Produktion besteht wurde parallel zur Schlagrate auch die IL-6 Produktion in den 

Zellüberständen bestimmt. Es wurde erwartet, dass die gesteigerte Schlagrate durch 

Isoprenalin eine Steigerung der IL-6 Produktion zur Folge hat. Die These stützte sich 

auf Experimente, bei denen erstmals eine Steigerung der IL-6 Produktion von 

neonatalen Rattenkardiomyozyten durch die positiv chronotrope Substanz Isoprenalin 

beschrieben wurde (Rohrbach et al., 2007). Im Gegensatz dazu zeigte sich in den 

Experimenten nach Inkubation mit Isoprenalin kein Anstieg der IL-6 Produktion. Die 

Konzentration des Inflammationsmarkers blieb nach 24 Std Inkubation im Vergleich zu 

dem Messwert vor Beginn der Inkubation unverändert, obwohl ein geringer Anstieg des 

Inflammationsparameters über einen Zeitraum von 24 Std erwartet wurde (Loppnow 

und Libby, 1990). Dieses Ergebnis deutet auf eine vollständige Inhibierung der IL-6 

Produktion durch Isoprenalin hin. Schlussfolgernd wäre eine zu hohe Konzentration 

des Pharmakons auf die Zellen und deren empfindliche IL-6 Produktion denkbar. 

Gestützt werden könnte diese Vermutung durch Untersuchungen, die eine toxische 

Wirkung von Isoprenalin auf die Funktion der Mitochondrien und Zellmembranen von 

Kardiomyozyten nachweisen (Ramos et al., 1983; Toseland et al., 1996). Somit konnte 

kein Einfluss der Schlagrate auf die IL-6 Produktion mithilfe von Isoprenalin gezeigt 

werden. Um eine sichere Aussage treffen zu können, inwiefern ein Einfluss der 

Schlagrate auf die IL-6 Produktion existiert, wurden weitere Experimente unter Einsatz 

von anderen Methoden notwendig. 

 

5.3 Die Absenkung der Interleukin-6 Produktion durch Blebbistatin ist 
geringer als die der Schlagrate  

Das 2003 erstmals beschriebene Pharmakon Blebbistatin wurde ursprünglich zur 

Blockade der Zellteilung entwickelt (Straight et al., 2003). Es bindet mit einer hohen 

Affinität und Spezifität an den Kopf von Myosin II in Muskel- und Nicht-Muskelzellen. 

Die Inhibierung der ATPase verhindert das Zurückgelangen des Myosinkopfs in die 

Ausgangsposition (Kovacs et al., 2004) und blockiert den Kontraktionsmechanismus. 

Es wurde gezeigt, dass sich Blebbistatin zur Inhibition des Kontraktionsmechanismus 

von Rattenkardiomyozyten eignet und darüber hinaus bisher keine pleiotrope 

Wirkungen beschrieben wurden (Fedorov et al., 2007; Farman et al., 2008). Durch die 

spezifische Wirkung eignete sich die Verwendung von Blebbistatin zur Überprüfung der 
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vorliegenden Fragestellung. In unseren Untersuchungen wurde mittels Blebbistatin die 

Schlagrate neonataler Rattenkardiomyozyten ab einer Konzentration von 1 µM 

vollständig blockiert (siehe Abb. 5). In der Literatur wird ebenfalls eine Inhibition durch 

Blebbistatin beschrieben und eine vollständige Blockade der Kontraktion ab 5 µM 

gezeigt (Fedorov et al., 2007). Bei diesen Experimenten wurden jedoch keine 

kultivierten Herzzellen, sondern perfundierte Rattenherzen und rechte Herzventrikel 

verwendet, sodass für eine vergleichbare Wirkung vermutlich eine höhere Dosis nötig 

gewesen war. 

Die IL-6 Produktion der neonatalen Rattenkardiomyozyten wurde in Ab- und in 

Anwesenheit von LPS bei jeder Blebbistatinkonzentration abgesenkt, bei der auch eine 

Reduktion der Schlagrate nachgewiesen wurde (siehe Abb. 5). Das sowohl eine 

Absenkung der Schlagrate als auch eine Absenkung der IL-6 Produktion gemessen 

wurde, deutet auf eine Beeinflussung der IL-6 Produktion durch die Schlagrate hin. 

Vergleicht man die Stärke der Absenkungen von Schlagrate bzw. IL-6 Produktion 

miteinander, fällt jedoch eine deutlich stärkere Absenkung der Schlagrate auf. Unter 

Verwendung der beiden höchsten Konzentrationen an Blebbistatin (1 und 10 µM) 

kommt es zu einer vollständigen Blockade der Schlagrate. Die IL-6 Produktion wird 

jeweils geringfügiger abgesenkt. Es lässt sich daher schlussfolgern, dass der zu 

untersuchende Einfluss der Schlagrate auf die IL-6 Produktion durchaus existiert, diese 

Beeinflussung jedoch eine geringere Rolle für die IL-6 Produktion als für die Schlagrate 

zu spielen scheint. Dies steht im Konsens mit Untersuchungen aus der Literatur, bei 

der von einer Vielzahl von Signalwegen berichtet wird, welche die IL-6 Produktion in 

Kardiomyozyten beeinflussen können (Craig et al., 2000). 

Diskutiert werden muss auch die Möglichkeit einer direkten Beeinflussung der IL-6 

Produktion durch Blebbistatin. In der beschriebenen Signalkaskade zur Produktion von 

IL-6 in neonatalen Rattenkardiomyozyten spielt Myosin II keine Rolle (Craig et al., 

2000), während Blebbistatin spezifisch auf diese Zielstruktur wirkt und pleiotrope 

Effekte des Pharmakons bisher nicht beschrieben wurden. Da die Wirkung von 

Blebbistatin spezifisch auf den Kontraktionsmechanismus in Rattenkardiomyozyten ist, 

scheint eine Beeinflussung durch Blebbistatin unwahrscheinlich.  

 

5.4 Der unter elektrischer Pulsation beobachtete Anstieg von Interleukin-6 
wird durch die gesteigerte Schlagrate hervorgerufen 

Die elektrische Pulsation stellte neben den bereits erwähnten pharmakologischen 

Beeinflussungen der Schlagrate isolierter Rattenkardiomyozyten eine weitere Methode 

zur Überprüfung einer möglichen Abhängigkeit der IL-6 Produktion von der Schlagrate 
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dar. Die elektrische Pulsation wurde schon früh zur gezielten Veränderung der 

Kontraktion an Skelettmuskelzellen (Brevet et al., 1976) und später auch an 

Herzmuskelzellen eingesetzt (McDonough und Glembotski, 1992). Durch die 

Auslösung rhythmischer Membrandepolarisationen kommt es zu einem Calcium-

Einstrom in die Zellen und demzufolge zu einer Synchronisation der Kontraktionen in 

der Zellkultur (Berger et al., 1994; Stoppel et al., 2016). Bei Experimenten an 

Skelettmuskelzellen ist die elektrische Pulsation ein etabliertes Modell um die 

Kontraktion zu steigern und eine Abhängigkeit der Inflammation von der Schlagrate zu 

untersuchen (Nikolic et al., 2012; Scheler et al., 2013; Bustamante et al., 2014). Analog 

zur Anwendung bei Skelettmuskelzellen, wurde in der vorliegenden Arbeit die 

elektrische Pulsation bei Herzmuskelzellen genutzt. Untersuchungen zur IL-6 

Produktion von Kardiomyozyten infolge einer gesteigerten Schlagrate durch elektrische 

Pulsation existieren bisher nicht.  

Die vorliegenden Untersuchungen bestätigten den in der Literatur beschriebenen 

Effekt, dass die elektrische Pulsation von Rattenkardiomyozyten deren Schlagrate 

steigert (siehe Abb. 7 und 8). Unter beiden Pulsationsbedingungen stieg die Schlagrate 

deutlich an. Zur Untersuchung, inwieweit eine Abhängigkeit der IL-6 Produktion von der 

Schlagrate besteht, musste auch die IL-6 Produktion gemessen werden. Unter beiden 

Pulsationsbedingungen ließ sich auch ein Anstieg der IL-6 Produktion nachweisen. 

Das sowohl eine Steigerung der Schlagrate als auch eine Steigerung der IL-6 

Produktion gemessen wurde, könnte auf einen Einfluss der Schlagrate auf die  

IL-6 Produktion hinweisen. Wird die Stärke der Steigerung von Schlagrate und IL-6 

Produktion unter den beiden Pulsationsbedingungen verglichen, zeigte sich, dass aus 

der stärksten Steigerung der Schlagrate nicht die stärkste Steigerung der IL-6 

Produktion resultierte. Es lässt sich daher aufgrund der Untersuchungen mit 

elektrischer Pulsation ableiten, dass der zu untersuchende Einfluss der Schlagrate auf 

die IL-6 Produktion durchaus existieren könnte, dieser jedoch eine geringe Rolle für die 

IL-6 Produktion zu spielen scheint.  

 

5.5 Die Schlagrate beeinflusst die Interleukin-6 Produktion in 
Skelettmuskelzellen  

In der Literatur wurden bisher keine Untersuchungen über den Einfluss des 

Kontraktionsmechanismus auf die IL-6 Produktion in neonatalen Kardiomyozyten 

beschrieben. Einige wenige Arbeiten beschäftigten sich mit anderen Zellfunktionen in 

Herzmuskelzellen, beispielsweise der Expression der Stickstoffmonoxid-Synthase (Chu 

et al., 2012) oder von Ionenkanälen (Knoll et al., 2003; Judice et al., 2009), die durch 
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den Kontraktionsmechanismus beeinflusst werden. Untersuchungen am Skelettmuskel, 

die bereits einen Einfluss der Schlagrate auf die IL-6 Produktion zeigen konnten, sind 

wesentlich weiter fortgeschritten (Pedersen und Febbraio, 2008; Schnyder und 

Handschin, 2015). Grundlage beider Untersuchungen waren zahlreiche Studien, die 

einen Anstieg des Inflammationsmarkers IL-6 unter körperlicher Belastung, 

beispielsweise während eines Marathonlaufs, im Blut nachwiesen (Drenth et al., 1995; 

Castell et al., 1997; Hellsten et al., 1997; Nehlsen-Cannarella et al., 1997; Starkie et 

al., 2000). Vermutungen, dass die erhöhte IL-6-Produktion bei vermehrter Bewegung 

durch die Aktivierung von Makrophagen (Nehlsen-Cannarella et al., 1997), eine 

gesteigerte IL-6-Produktion in der Leber (Liao et al., 1995) oder durch den Anstieg von 

Adrenalin (Steensberg et al., 2001) zustande kam, konnten jeweils nicht bestätigt 

werden. Stattdessen zeigten in vivo Experimente an Probanden, dass sich nach 

körperlicher Anstrengung die Konzentration von IL-6 nicht nur systemisch, sondern 

auch direkt im Skelettmuskel erhöhte (Ostrowski et al., 1998). Weiterführende 

Untersuchungen schlossen einen Zusammenhang mit einer Muskelschädigung aus 

(Croisier et al., 1999). Der Skelettmuskel scheint daher das akute Phase Protein 

selbständig zu sezernieren (Pedersen und Febbraio, 2008). Der entscheidende 

Mechanismus, der zur Aktivierung intrazellulärer Signalwege durch die Kontraktion 

beiträgt, bleibt jedoch auch für den Skelettmuskel noch weitestgehend unklar. Unter 

anderem wurde diskutiert, ob der Anstieg von NFκB (nuclear factor 'kappa-light-chain-

enhancer' of activated B-cells), Calcineurin-NFAT (nuclear factor of activated T-cells) 

oder Stickstoffmonoxid die IL-6 Produktion beeinflusste (Pedersen und Febbraio, 

2008). Da die anatomischen Gegebenheiten und die Physiologie des 

Kontraktionsmechanismus zwischen Skelettmuskel und Herzmuskel vergleichbar sind, 

wäre eine Kopplung zwischen Schlagrate und IL-6 Produktion, der auf einem dieser 

Signalwege beruht, auch im Herzmuskel denkbar. 

 

5.6 Die gezielte Veränderung der Schlagrate von neonatalen 
Rattenkardiomyozyten beeinflusst deren Interleukin-6 Produktion 

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals an neonatalen Kardiomyozyten ein Einfluss 

der Schlagrate und somit des kontraktilen Apparates auf deren IL-6 Produktion 

untersucht. Dazu wurde gezielt die Schlagrate mittels Isoprenalin, Blebbistatin und 

elektrischer Pulsation verändert. Mit Ausnahme der Experimente mit Isoprenalin, 

zeigen die Ergebnisse der Arbeit, dass eine Änderung der Schlagrate eine 

gleichsinnige Änderung der IL-6 Produktion zur Folge hat. Somit deuten die 

Experimente auf einen Einfluss der Schlagrate auf die IL-6 Produktion hin. Damit 

wären die hier dargestellten Untersuchungen analog zu den Untersuchungen im 
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Skelettmuskel zu betrachten, bei dem dieser Einfluss seit langem angenommen wird. 

Aus den hier gezeigten Experimenten war jedoch auch abzuleiten, dass der Einfluss 

der Schlagrate auf die IL-6 Produktion als gering einzuschätzen ist und das auch 

andere Signalwege existieren müssen, die die IL-6 Produktion beeinflussen. 

 

5.7 Eine Vor-Inkubation mit LPS führt zu einer stärkeren Steigerung der 
Schlagrate durch Isoprenalin 

Patch-clamp Untersuchungen an humanen Myokardzellen zeigten, dass der durch 

Isoprenalin hervorgerufene Ionenstrom durch den HCN-Kanal (If) größer ist, wenn 

zuvor eine Inkubation der Kardiomyozyten mit LPS erfolgte (Zorn-Pauly et al., 2007). 

Die in unseren Experimenten verwendeten kultivierten, neonatalen 

Rattenkardiomyozyten zeigten nach Vor-Inkubation mit LPS und anschließender 

Inkubation mit Isoprenalin, einen stärkeren Anstieg der Schlagrate, als ohne Vor-

Inkubation mit LPS. Die Ergebnisse stehen damit im Konsens mit vorbeschriebenen 

Untersuchungen von Zorn-Pauly et al. und bestätigten uns die Eignung des hier 

verwendeten Testsystems für weitere Untersuchungen. Die Ursache hierfür ist noch 

nicht vollständig verstanden. In der Literatur wird davon ausgegangen, dass die Vor-

Inkubation mit LPS den intrazellulären cAMP- (cyclisches Adenosinmonophosphat) 

Spiegel ansteigen lässt, woraus eine höhere Sensitivität auf Isoprenalin resultierte 

(Zorn-Pauly et al., 2007). Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnten einen 

cAMP-Anstieg durch LPS jedoch nicht bestätigen (I. Geißler; persönliche Mitteilung). 

Ein weiterer Erklärungsansatz wäre der Anstieg des Zytokins TNF-α durch LPS-

Stimulation. Für den Inflammationsmarker TNF-α wiederum wurde gezeigt, dass das 

Zytokin die Ansprechrate von cAMP auf Isoprenalin steigern kann (Reithmann et al., 

1991). Um zu klären welcher Mechanismus für die gesteigerte Sensitivität auf 

Isoprenalin verantwortlich ist, wären noch weitere Untersuchungen nötig, wie 

beispielsweise die Bestimmung des TNF-α Spiegels, nachdem die Zellen mit LPS vor-

inkubiert wurden. 

 

5.8 Limitationen und Ausblick 

Die Experimente unserer Arbeitsgruppe weisen darauf hin, dass die IL-6 Produktion 

durch die Schlagrate bei neonatalen Rattenkardiomyozyten beeinflusst wird. Eine 

direkte Abhängigkeit können die Ergebnisse nicht zeigen, da eine Dosis-Wirkungs-

Beziehung zwischen Schlagrate und IL-6 Produktion nicht gezeigt werden kann. Grund 

dafür ist, dass in den hier aufgeführten Experimenten mit einer großen Anzahl an 

Kardiomyozyten gearbeitet wurde und die Messwerte von Schlagrate und IL-6 
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Produktion dem Mittelwert aller verwendeten Zellen entspricht. Zur weiteren Klärung 

wären Untersuchungen nötig, die an einzelnen Kardiomyozyten durchgeführt werden 

und die Schlagrate und die IL-6 Produktion dieser Zelle bestimmen. Aufgrund der 

Variabilität der Kontraktion der Kardiomyozyten aus den unterschiedlichen 

Experimenten, musste häufig eine relative Angabe von Schlagrate oder IL-6 Produktion 

genutzt werden. 

In dieser Arbeit dienten kultivierte Rattenkardiomyozyten als Modell zur Erhebung der 

Daten. Mit entsprechenden Methoden wurde versucht Zellen wie Fibroblasten oder 

Endothelzellen zu entfernen. Ob es jedoch minimale Verunreinigungen durch andere 

Zellen gab, kann nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden. 

Die Methoden zur Veränderung der Schlagrate (Blebbistatin und elektrische Pulsation) 

wurden so ausgewählt, dass gezielt die Kontraktion der Rattenkardiomyozyten 

verändert wurde. Pleiotrope Effekte, insbesondere auf die Inflammationsmediatoren 

sollten vermieden werden. Eine ausführliche Literaturrecherche lieferte keine Hinweise 

auf einen möglichen Einfluss von Blebbistatin oder elektrischer Pulsation auf die IL-6 

Produktion von Kardiomyozyten und kamen deshalb als spezifische Methoden in 

Frage. In aktuellen Studien wurde hingegen für Skelettmuskelzellen die Aktivierung 

einer Vielzahl von Signalwegen beschrieben (Stoppel et al., 2016). Jedoch wurde auch 

für Skelettmuskelzellen bisher kein eigenständiger Einfluss der elektrischen Pulsation 

auf die IL-6 Produktion gezeigt. Eine Beeinflussung kann jedoch sowohl in 

Kardiomyozyten als auch in Skelettmuskelzellen nicht ausgeschlossen werden. Dass 

auch Blebbistatin einen direkten Einfluss auf die IL-6 Produktion besitzt, lässt sich trotz 

fehlender Hinweise aus der Literatur letztlich nicht sicher ausschließen. Somit könnte 

die veränderte IL-6 Produktion nicht nur aus einer Schlagratenveränderung resultieren, 

sondern auch durch diese Methode direkt beeinflusst worden sein. Für weitere 

Untersuchungen wäre denkbar, diese lediglich an spontan kontrahierenden, nicht 

stimulierten Rattenkardiomyozyten durchzuführen. Dadurch könnte ausgeschlossen 

werden, dass auch die angewandte Methode selbst die IL-6 Produktion beeinflusst.  
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6 Zusammenfassung 

Eine erhöhte kardiale Schlagrate und der Anstieg des Inflammationsmarkers 

Interleukin-6 sind unabhängige Risikofaktoren beim SIRS. Bei vorangegangenen in 

vitro Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe mit dem HCN-Kanalblocker Ivabradin 

wurde eine Reduktion der kardialen Schlagrate und eine parallele Absenkung der IL-6 

Produktion gezeigt. Es blieb unklar, ob die Muskelkontraktion in den Herzmuskelzellen 

die Mediatorproduktion direkt beeinflusst. Ziel dieser Arbeit war es daher, den Einfluss 

der Schlagrate auf die IL-6 Produktion zu untersuchen. Dafür wurde die Schlagrate 

kultivierter, neonataler Rattenkardiomyozyten mittels Isoprenalin, Blebbistatin und 

elektrischer Pulsation gezielt modifiziert. Parallel hierzu wurde die IL-6 Konzentration 

aus den Zellüberständen bestimmt. 

Das zur Validierung des Testsystems verwendete Endotoxin (LPS) wirkte wie erwartet 

negativ chronotrop auf die Rattenkardiomyozyten. Das β-Sympathomimetikum 

Isoprenalin steigerte die Schlagrate der kultivierten Rattenkardiomyozyten. Die 

Steigerung der Schlagrate durch Isoprenalin war stärker, wenn die Kardiomyozyten mit 

Endotoxin (LPS) vor-inkubiert worden waren. Die IL-6 Produktion blieb trotz 

gesteigerter Schlagrate unverändert, was sich durch eine zu hohe Konzentration von 

Isoprenalin erklären könnte. Die Inkubation mit dem spezifischen Myosin II-Inhibitor 

Blebbistatin bewirkte mit steigender Konzentration eine Absenkung der Schlagrate bis 

zur vollständigen Blockade. Die IL-6 Produktion wurde bei diesen Untersuchungen 

ebenfalls abgesenkt. Durch die elektrische Pulsation wurde die Schlagrate der 

Kardiomyozyten gesteigert und parallel dazu ein Anstieg der IL-6 Produktion 

gemessen.  

Die vorliegende Arbeit untersuchte erstmals einen Einfluss der Schlagrate auf die IL-6 

Produktion an Kardiomyozyten. Die Ergebnisse zeigten, dass ein Einfluss der 

Schlagrate auf die IL-6 Produktion bei neonatalen Rattenkardiomyozyten existiert. Die 

Beeinflussung der IL-6 Produktion durch die Schlagrate scheint jedoch nur gering 

ausgeprägt zu sein.  
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1. Die im Rahmen eines SIRS auftretende Tachykardie und der Anstieg des 

Zytokins Interleukin-6 sind unabhängige Risikofaktoren und verschlechtern die 

Prognose der Patienten. Vorangegangene experimentelle Studien unserer 

Arbeitsgruppe ließen vermuten, dass ein Zusammenhang zwischen der 

Herzmuskelkontraktion und Interleukin-6 Produktion besteht. 

 

2. Kardiomyozyten, die kleinste kontraktile Einheit des Herzens, sind imstande 

Zytokine zu produzieren. Zu den wichtigsten proinflammatorischen 

Entzündungsmediatoren gehört Interleukin-6, das an eine Vielzahl komplexer 

Signalkaskaden verknüpft ist.   

 

3. Endotoxin (LPS) wirkt negativ chronotrop auf neonatale 

Rattenkardiomyozyten. 

 

4. Isoprenalin steigert die Schlagrate neonataler Rattenkardiomyozyten. Ein 

Einfluss auf die Interleukin-6 Produktion ist nicht messbar. 

 

5. Blebbistatin senkt die Schlagfrequenz der Kardiomyozyten mit steigender 

Konzentration bis zur vollständigen Blockade. Parallel dazu wird die 

Interleukin-6 Produktion verringert. 

 

6. Die elektrische Pulsation der kultivierten Rattenherzzellen steigert die 

Schlagrate und die Interleukin-6 Produktion. 

 

7. Der gleichgerichtete Verlauf der Veränderung der Herzfrequenz und 

Interleukin-6 Produktion lassen einen Zusammenhang vermuten. Allerdings ist 

die Änderung der Schlagrate durch Blebbistatin und elektrische Pulsation 

stärker ausgeprägt, als die Veränderung der Interleukin-6 Produktion.  

 

8. Die Vor-Inkubation mit Endotoxin (LPS) lässt die Steigerung der Schlagrate 

der Rattenkardiomyozyten sensitiver auf Isoprenalin reagieren.  
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