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D e s c r i p t i o n  o f  R e s e a r c h  

L o n g - t e r m  manned  s p a c e  t r a v e l  w i l l  r e q u i r e  a b e t t e r  u n d e r s t a n d i n g  o f  

s k e l e t a l  m u s c l e  a t r o p h y  w h i c h  r e s u l t s  f r o m  t h e  m i c r o g r a v i t y  f o u n d  i n  

s p a c e .  A s t r o n a u t  s t r e n g t h  a n d  d e x t e r i t y  m u s t  b e  m a i n t a i n e d  f o r  n o r m a l  

m i s s i o n  o p e r a t i o n s ,  f o r  e m e r g e n c y  s i t u a t i o n s ,  a n d  f o r  t h e  r i g o r s  o f  

r e e n t r y  i n t o  t h e  e a r t h ' s  a t m o s p h e r e .  A b i o c h e m i c a l  u n d e r s t a n d i n g  o f  how 

g r a v i t y ,  by i n c r e a s i n g  t h e  t e n s i o n  on  m u s c l e  c e l l s ,  h e l p s  t o  m a i n t a i n  

m u s c i e  s i z e  a n d  s t r e n g  L i i ,  s i i w u l d  u l t i i i i a t e l y  allow pha i i i i a ro log ica?  

i n t e r v e n t i o n  t o  p r e v e n t  m u s c l e  a t r o p h y  i n  m i c r o g r a v i t y .  Because o f  t h e  

l i m i t e d  a v a i l a b i l i t y  o f  p e r f o r m i n g  e x p e r i m e n t s  i n  s p a c e ,  a n u m b e r  o f  

e a r t h - b a s e d  m o d e l  s y s t e m s  h a v e  b e e n  d e s i g n e d  t o  s t u d y  t h e  r e l a t i o n s h i p  o f  

m u s c l e  t e n s i o n  t o  m u s c l e  g r o w t h  ( r e v i e w e d  i n  V a n d e n b u r g h ,  1 9 8 7 a ) .  T h e s e  

m o d e l s  i n c l u d e  t h e  c a s t i n g  o f  a n  a n i m a l ' s  l i m b  s u c h  t h a t  t h e  m u s c l e s  a r e  

h e l d  u n d e r  i n c r e a s e d  ( s t r e t c h e d )  or d e c r e a s e . d  ( s h o r t e n e d )  t e n s i o n ,  p l a c i n g  

w e i g h t s  o n  l i m b  m u s c l e s  t o  i n c r e a s e  t h e i r  l o a d :  a n d  s u s p e n d i n g  a n  a n i m a l ' s  

h i n q u a r t e r s  a b o v e  t h e  g r o u n d  i n  o r d e r  t o  r e d u c e  s k e l e t a l  m u s c l e  u s e .  

O u r  l a b o r a t o r y  h a s  d e v e l o p e d  s e v e r a l  t i s s u e  c u l t u r e  m o d e l  s y s t e m s  f o r  

s t u d y i n g  t h e  r e l a t i o n s h i p  o f  t e n s i o n  t o  s k e l e t a l  m u s c l e  g r o w t h  

( V a n d e n b u r g h  a n d  K a u f m a n ,  1 9 7 9 ;  V a n d e n b u r g h ,  1 9 8 7 b ;  1 9 8 7 ~ ) .  T i s s u e  

c u l t u r e  c e l l s  h a v e  b e e n  e x t e n s i v e l y  u s e d  f o r  s t u d y i n g  b a s i c  b i o c h e m i c a l  

g r o w t h  p r o c e s s e s  i n  o t h e r  c e l l  t y p e s  a n d  a l l o w  e a s i e r  m a n i p u l a t i o n  o f  

e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  t h a n  w h o l e  a n i m a l s .  C u l t u r e d  c e l l s  h a v e  b e e n  

e s p e c i a l l y  h e l p f u l  i n  s t u d y i n g  t h e  r o l e  o f  g r o w t h  f a c t o r s  i n  n o r m a l  a n d  

p a t h o l o g i c a l  c e l l  g r o w t h  ( r e v i e w e d  i n  R o z e n g u r t ,  1986) .  We a r e  u t i l i z i n g  



4 

o n e  of o u r  t i s s u e  c u l t u r e  m o d e l  systems t o  d e t e r m i n e  t h e  r o l e  p l a y e d  by  

e x o g e n o u s  a n d  e n d o g e n o u s  g r o w t h  f a c t o r s  i n  t e n s i o n - i n d u c e d  s k e l e t a l  m u s c l e  

g r o w t h .  B r i e f l y ,  t h i s  m o d e l  i n v o l v e s  i s o l a t i n g  m u s c l e  c e l l s  f r o m  1 2  d a y  

a v i a n  e m b r y o s  a n d  g r o w i n g ' t h e m  o n  a h i g h l y  e l a s t i c  s u b s t r a t u m  m a t e r i a l  i n  

a h u m i d i f i e d  CO2 i n c u b a t o r  a t  37OC ( V a n d e n b u r g h ,  1 9 8 7 b ;  1 9 8 7 ~ ) .  T h e  

m u s c l e  c e l l s ,  g r o w i n g  i n  a c o m p l e x  med ium,  i n i t i a l l y  p r o l i f e r a t e ,  a n d  t h e n  

f u s e  t o  form m u l t i n u c l e a t e d ,  s p o n t a n e o u s l y  c o n t r a c t i l e  m y o t u b e s  i n  a 

- _ - - _ -  / P e l  ---- - - a  . .  - ..-e.. ,,-- 1 - -  L -  - - - -_ C L  
1 u a i i i i t : L  v r L y  a L i u L A a L  LU g i u w ~ i i  s i l d  d i f f e i e n t f a t i o i i  in v i v u  * \burt:iuaii aiiu 

C o l e m a n ,  1 9 6 9 ) .  T h e s e  c e l l s  a c t i v e l y  s y n t h e s i z e  a c t i n  a n d  m y o s i n  a n d  

i n c o r p o r a t e  t h e m  i n t o  c r o s s - s t r i a t e d  m y o f i b r i l l a r  m a t e r i a l .  T h e s e  - i n  

v i t r o  d i f f e r e n t i a t e d  m y o f i b e r s  c a n  b e  s u b j e c t e d  t o  d i f f e r e n t  p a t t e r n s  o f  

m e c h a n i c a l  a c t i v i t y  w i t h  o u r  " M e c h a n i c a l  C e l l  S t i m u l a t o r "  w h i c h  s i m u l a t e s  

-- i n  v i v o  m u s c l e  a c t i v i t y .  T h e  a c t i v i t y  p a t t e r n s  u s e d  t o  s t i m u l a t e  m u s c l e  

g r o w t h  a r e  g e n e r a t e d  by a n  A p p l e  I I e  c o m p u t e ' r .  I n  e f f e c t ,  w e  c a n  s u b j e c t  

m u s c l e  f i b e r s  i n  a d e f i n e d  -- i n  v i t r o  e n v i r o n m e n t  t o  d i f f e r e n t  t y p e s  of  

e x e r c i s e "  p r o g r a m s ,  a n d  s t u d y  t h e i r  g r o w t h  r e s p o n s e  o n  a m o l e c u l a r  t1 

l e v e l .  T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  u s i n g  a v i a n  m u s c l e  s h o u l d  b e  a p p l i c a b l e  t o  

mammal i an  m u s c l e ,  s i n c e  m o s t  b a s i c  m o l e c u l a r  m e c h a n i s m s  u t i l i z e d  by N a t u r e  

a r e  i d e n t i c a l  o r  v e r y  s i m i l a r  i n  d i f f e r e n t  c l a s s e s  of v e r t e b r a t e s .  
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A c c o m p l i s h m e n t s  

We h a v e  shown  p r e v i o u s l y  t h a t  i n c r e a s e d  t e n s i o n  on  t h e  c u l t u r e d  m u s c l e  

c e l l s  i n  a c o m p l e x  medium s t i m u l a t e s  t h e i r  g r o w t h  ( V a n d e n b u r g h  a n d  

K a u f m a n ,  1 9 7 9 ) .  T h e s e  f a c t o r s  i n c l u d e  t h e  medium g r o w t h  f a c t o r s  f o u n d  i n  

s e r u m  a n d  e m b r y o  e x t r a c t  s u p p l e m e n t s  a s  w e l l  as  e n d o g e n o u s  g r o w t h  f a c t o r s  

p r o d u c e d  by t h e  m u s c l e  t i s s u e  i t s e l f  ( V a n d e n b u r g h ,  1983; Summers  e t . a l . ,  

1985; K a r d a m i  e t . a l . ,  1 9 8 5 ) .  T h e  h y p o t h e s i s  c u r r e n t l y  u n d e r  i n v e s t i g a t i o n  

is  w h e t h e r  e x t r a c e l l u l a r  s e r u m  f a c t o r s  p r e s e n t  i n  t h e  g r o w t h  medium a r e  

e s s e n t i a l  f o r  m e c h a n i c a l  s t i m u l a t i o n  o f  s k e l e t a l  m u s c l e  g r o w t h  I Fn v i t r o  

( H y p o t h e s i s  I ) .  T h e  p r o t o c o l  b e i n g  u s e d  i s  t o  a l l o w  t h e  a v i a n  m u s c l e  

c e l l s  t o  d i f f e r e n t i a t e  i n t o  s p o n t a n e o u s l y  c o n t r a c t i l e  m y o f i b e r s  i n  t h e  

C e l l  G r o w t h  Chamber  o f  o u r  M e c h a n i c a l  C e l l  S t i m u l a t o r  i n  c o m p l e t e  c u l t u r e  

medium ( w i t h  10% h o r s e  s e r u m ,  5% c h i c k e n  e m b r y o  e x t r a c t ) .  O n c e  d e v e l o p e d ,  

t h e  c e l l s  a r e  s w i t c h e d  t o  med ium,  w i t h  o r  w i t h o u t  a d d e d  g r o w t h  f a c t o r s .  

R e p e t i t i v e  m e c h a n i c a l  s t i m u l a t i o n  o f  t h e  c e l l s  i s  i n i t i a t e d  a n d  a t  v a r y i n g  
* 

t imes ,  g r o u p s  o f  c e l l s  a r e  r e m o v e d  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e i r  g r o w t h  r a t e  

by m e a s u r i n g  p r o t e i n : D N A  r a t i o s  and  by m o r p h o l o g i c a l  m e a s u r e m e n t s  o f  t h e  

m y o t u b e ' s  c r o s s - s e c t i o n a l  a r e a .  I n  a n  e a r l i e r  s t u d y ,  i t  w a s  f o u n d  t h a t  a 

p a s s i v e  s t r e t c h  o f  t h e  m u s c l e  f i b e r s  ( 1 2 %  f o r  6 t o  1 2  h r )  i n  t h e  a b s e n c e  

o f  e x o g e n o u s  g r o w t h  f a c t o r s  ( s e r u m )  d e c r e a s e d  t h e  r a t e  o f  a t r o p h y  o f  t h e  

c e l l s  b u t  d i d  n o t  s t i m u l a t e  t h e m  t o  g r o w ;  g r o w t h  o c c u r r e d  o n l y  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  s e r u m  g r o w t h  f a c t o r s  ( V a n d e n b u r g h ,  1983) .  I t  was of i n t e r e s t  

t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  a more d y n a m i c  s t r e t c h / r e l a x a t i o n  s t i m u l u s  i n  o u r  new 

M e c h a n i c a l  Ce l l  S t i m u l a t o r  c o u l d  s t i m u l a t e  m y o t u b e  g r o w t h  i n  t h e  a b s e n c e  

o f  e x o g e n o u s  g r o w t h  f a c t o r s .  Based o n  r e c e n t  m e t a b o l i c  s t u d i e s ,  t h e  c e l l s  

u n d e r g o i n g  c o n t i n u o u s  s t r e t c h / r e l a x a t i o n  i n  t h i s  s y s t e m  a r e  b e i n g  a c t i v e l y  

" w o  r k e  d " 



4 

6 

( H a t f a l u d y  e t . a l . ,  1 9 8 7 b ) .  B a s e d  on m y o t u b e  d i a m e t e r  m e a s u r e m e n t s  a f t e r  2 

t o  4 d a y s  of c o n t i n u o u s  a c t i v i t y ,  m y o t u b e  g r o w t h  o c c u r s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

s e r u m  g r o w t h  f a c t o r s  b u t  n o t  i n  t h e i r  a b s e n c e  ( H a t f a l u d y  e t . a l . ,  1 9 8 7 a ) .  

A s  w i t h  t h e  s t a t i c  m o d e l  s y s t e m ,  m e c h a n i c a l  a c t i v i t y  i n  t h e  d y n a m i c  s y s t e m  

p r e v e n t s  m u s c l e  c e l l  w a s t i n g  i n  t h e  a b s e n c e  of g r o w t h  f a c t o r s ,  b u t  d o e s  

n o t  l e a d  t o  c e l l  g r o w t h .  T h u s ,  o u r  c o n c l u s i o n  t o  H y p o t h e s i s  I i s  t h a t  

b o t h  s t a t i c  a n d  a c t i v e  p a s s i v e  s t r e t c h i n g  o f  m u s c l e  c e l l s  d i f f e r e n t i a t e d  

i n  t i s s u e  c u l t u r e  c a n  p r e v e n t  m u s c l e  f i b e r  w a s t i n g  i n  b a s a l  medium,  b u t  

c e l l  g r o w t h  r e q u i r e s  t h e  p r e s e n c e  of  e x o g e n o u s  g r o w t h  f a c t o r s  w h i c h  a r e  a s  

y e t  u n d e f i n e d .  We w i l l  now p r o c e e d  t o  a n a l y z e  t h e  r o l e  p l a y e d  by 

e n d o g e n o u s  p r o s t a g l a n d i n s  i n  t h e s e  p r o c e s s e s .  

S i g n i f i c a n c e  of  A c c o m p l i s h m e n t s :  

N e w  m u s c l e  t i s s u e  c u l t u r e  t e c h n i q u e s  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d  t o  g r o w  

s k e l e t a l  m y o f i b e r s  w h i c h  d i f f e r e n t i a t e  i n t o  m o r e  a d u l t - l i k e  m y o f i b e r s  

( V a n d e n b u r g h  e t . a l . ,  1 9 8 7 a ;  1 9 8 7 b ) .  M e c h a n i c a l  s t i m u l a t i o n  s t u d i e s  o f  

t h e s e  m u s c l e  c e l l s  i n  a n e w l y  d e v e l o p e d  M e c h a n i c a l  C e l l  S t i m u l a t o r  c a n  now 

b e  u t i l i z e d  t o  s t u d y  g r o w t h  p r o c e s s e s  i n  s k e l e t a l  m u s c l e .  We h a v e  d e f i n e d  

c o n d i t i o n s  i n  t h e  M e c h a n i c a l  C e l l  S t i m u l a t o r  w h e r e  m e c h a n i c a l  a c t i v i t y  c a n  

e i t h e r  p r e v e n t  m u s c l e  w a s t i n g  o r  s t i m u l a t e  m u s c l e  g r o w t h .  T h e  r o l e  o f  

e n d o g e n o u s  a n d  e x o g e n o u s  g r o w t h  f a c t o r s  i n  t e n s i o n - i n d u c e d  m u s c l e  g r o w t h  

i s  b e i n g  i n v e s t i g a t e d  u n d e r  t h e  d e f i n e d  c o n d i t i o n s  of  t i s s u e  c u l t u r e .  
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