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1. Einleitung 

1.1. Einführung 

Das Kalziumion (Ca2+) spielt als sekundärer Botenstoff (second messenger) eine wich-

tige Rolle bei der intra- und extrazellulären Signalübermittlung im Organismus von 

Säugetieren. Beispielsweise wurde bereits vor langer Zeit die Kalziumvermittelte Steue-

rung der (Herz-) Muskelkontraktion (siehe auch Kapitel 1.2.), der Freisetzung von Neu-

rotransmittern, von Sekretionsvorgängen und unterschiedlichen Wachstums-, Prolifera-

tions- und Differenzierungsvorgängen entdeckt werden11,37. Dabei geht man davon aus, 

dass viele Signalwege über eine feine Regulation der örtlichen (d.h. subzellulären) Kal-

ziumkonzentration gesteuert werden2,10,11,112. 

Während die Konzentration an freiem, ionisiertem Kalzium (Ca2+) des Extrazellular-

raum ([Ca2+]o) mit 1,12-1,23 mmol/l angegeben wird, liegt die intrazelluläre Konzen-

tration ([Ca2+]i) einer Zelle im Ruhezustand mit 10-100 nmol/l bis zu 10.000-fach nied-

riger (siehe Lehrbücher der Physiologie150). Um sowohl diesen hohen Konzentrations-

gradienten aufrecht zu erhalten, als auch die zur Signaltransduktion erforderlichen Ca2+ 

-Ionenströme zu ermöglichen, bedarf die Zelle eines leistungsfähigen Instrumentariums 

an Ionenkanälen, Transportern, ATPasen und Ca2+-bindenden Proteinen. Die wichtigs-

ten dieser Strukturen sind im Überblick in Abbildung 1 am Beispiel einer Herzmuskel-

zelle zusammengefasst.   
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Abbildung 1: Kalziumhomöostase der Zelle. Dargestellt sind die Ca2+-transportieren-
den Systeme einer Herzmuskelzelle und ihre intrazelluläre Lokalisation. PMCA: Plas-
mamembran Ca2+-ATPase (siehe Kapitel 1.3.); Na+-Ca2+-X: Na+-Ca2+-Austauscher der 
Plasmamembran33,121; SERCA: Ca2+-ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums106; 
RyR: Ryanodin-Rezeptor9,53; L-Typ-Kanal: Spannungs-abhängiger Ca2+-Kanal der 
Plasmamembran162; Mi-Na+-Ca2+-X: mitochondrialer Na+-Ca2+-Austauscher24,25; Mi-
Ca2+-U: mitochondrialer Ca2+-Uniporter24,25; SR: sarkoplasmatisches Retikulum; TZ: 
terminale Zisterne des SR; TT: T-Tubulus; Cav: Caveola; CaM: Calmodulin67,109; 
Ca2+-CaM: Ca2+-Calmodulin-Komplex; CaS: Calsequestrin67; [Ca2+]i: intrazelluläre 
Ca2+-Konzentration; [Ca2+]O: extrazelluläre Ca2+-Konzentration. 
 

1.2. Rolle des Kalziums im Myokard 

Die Basis der Herzaktion besteht in der kontrollierten, dosierten und koordinierten 

Kontraktion aller Kardiomyozyten. Der vom Sinusknoten ausgehende Impuls wird über 

ein spezielles Erregungsleitungssystem zu den durch gap junctions zu synzytialen Ver-

bänden zusammengeschlossenen Herzmuskelzellen übertragen. Wie im Skelettmuskel 

kommt es im Rahmen der elektromechanischen Koppelung durch das über die Plasma-

membran laufende Aktionspotential zur Öffnung der spannungsabhängigen Ca2+-Ka-

näle. Die einströmenden Kalziumionen führen durch Bindung an den Ryanodin-Rezep-

tor zur zusätzlichen Kalziumfreisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (CIRC 

= calcium induced release of calcium)104,23,96. Der Anstieg der [Ca2+]i im Bereich der 

kontraktilen Filamente ermöglicht letztlich über eine Konformationsänderung des Tro-
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ponin-Tropomyosin-Komplexes die Aktin-Myosin-Interaktion und somit die Muskel-

kontraktion. 

Beendet wird die Kontraktion durch einen Abfall der [Ca2+]i bis auf einen niedrigen dia-

stolischen Wert. Grundsätzlich kommen für diese Absenkung die in Abbildung 1 darge-

stellten Transportsysteme (PMCA, SERCA, Na+-Ca2+-Austauscher der Plasma-

membran) und Ca2+-bindende Proteine in Frage (Übersicht in Rüegg 1992132). 

Anders als im Skelettmuskel, erfolgt im Herzmuskel die Steuerung der Kraftentfaltung 

nicht neuronal (d.h. durch Ansteuern verschieden vieler motorischer Einheiten), sondern 

durch eine Anpassung der [Ca2+]i, so z.B. über einen β-adrenergen Signalweg, der Gs-

Protein/Proteinkinase A (PKA) vermittelt zur Phosphorylierung des L-Typ-Ca2+-Kanals 

(mit erhöhter Öffnungswahrscheinlichkeit) führt162. 

Unter pathologischen Umständen, wie z.B. chronisch hypoxischen Zuständen bei Herz-

hypertrophie oder koronarer Herzkrankheit, kann die Kalziumhomöostase verändert 

sein, wobei Veränderungen in der Expression der [Ca2+]i-regulierenden Strukturen ge-

funden wurden (Übersicht in Swynghedauw163 und Dhalla40). 

Neben der elektromechanischen Kopplung wird Kalzium auch mit anderen Funktionen 

im Herzen in Verbindung gebracht. So gibt es Hinweise, dass Ca2+ eine Rolle bei 

Wachstums- und Differenzierungsvorgängen von Kardiomyozyten eine Rolle spielt56.  

 

1.3. Die Plasmamembran-Ca2+-ATPase (PMCA) 

1.3.1. Allgemeine Eigenschaften 

Die PMCA wurde erstmals 1966 von Schatzmann137 in Erythrozyten beschrieben. Nach 

bisherigem Wissen wird sie in praktisch allen eukaryontischen Zellen exprimiert, auch 

in solchen, wie z.B. Myozyten und Neuronen, für die früher der Na+-Ca2+-Austauscher 

als das alleinige Ca2+-extrudierende System postuliert wurde129. In vielen Zellarten ist 

sie jedoch das einzig bekannte Enzym für den Auswärtstransport von Kalzium.  

Die PMCA bildet nur einen geringen Bruchteil aller Membranproteine. In Erythrozyten, 

die als besonders reich an dieser Pumpe gelten, wird ihr ein Anteil von ca. 0,01% - 

0,1% an der Gesamtmenge an Membranproteinen zugeschrieben84. Das entspricht etwa 

700 PMCA-Molekülen pro Erythrozyt. 
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Wie alle P-Typ-ATPasen lässt sich die PMCA durch Orthovanadat und La3+ hemmen 

und bildet während der ATP-Hydrolyse ein intermediäres Aspartylphosphat (im Gegen-

satz zu den anderen Pumpen steigt bei der Hemmung mit La3+ jedoch der Anteil an 

Phosphoenzym an, was oft zur Identifikation des Enzyms benutzt wurde). Obwohl dabei 

eine Stöchiometrie von 2 transportierten Ca2+-Ionen pro hydrolysiertem ATP thermody-

namisch möglich wäre, geht man heute davon aus, dass dieser Quotient in vivo 1,0 be-

trägt138,122. Die Frage, ob dieser Transport elektroneutral vonstatten geht ist noch nicht 

eindeutig geklärt. Akzeptiert ist jedoch die Erkenntnis, dass Protonen (H+) antiportiert 

werden, wobei der Ca2+ : H+ Quotient zwischen  0,5 - 1,0 liegen dürfte138,122.  

Weitere charakteristische Eigenschaften der PMCA sind ihre mannigfaltigen Regulati-

onsmechanismen in vivo und in vitro. Schon in den 70er Jahren konnte eine Aktivierung 

der Pumpe durch direkte Interaktion mit Calmodulin (CaM) festgestellt werden77,57, wo-

bei es sich um einen kombinierten Km- und Vmax-Effekt handelt. So konnte gezeigt wer-

den, dass der Km (Ca2+) der Pumpe in Anwesenheit optimaler CaM-Konzentrationen 

(ca. 1 nM) von etwa 20µM auf ungefähr 0,5 µM abfällt122. 

In Abwesenheit von CaM kann die Pumpe noch durch verschiedene andere Mechanis-

men aktiviert werden (vorzugsweise durch Verminderung des Km), so z.B. durch Anwe-

senheit saurer Phospholipide oder mehrfach ungesättigter Fettsäuren130,123,42, durch pro-

teolytische Behandlung166, durch Phosphorylierung durch die Proteinkinasen A 

(PKA)116 oder C (PKC)154 oder durch Bildung von Oligomeren88. 

Am Ende dieses Absatzes sind die allgemeinen Eigenschaften der PMCA noch einmal 

in einer Tabelle zusammengefasst. 
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Tabelle 1: Allgemeine Eigenschaften der PMCA. 

1.3.2. Struktur und Topographie 

1988 gelang es Verma et al.172, eine der humanen PMCA Isoformen zu klonieren, wäh-

rend im selben Jahr Shull und Greeb zwei der vier bekannten Isoformen der Ratte aus 

Hirngewebe klonieren konnten149. Anhand dieser Ergebnisse konnte auch zum ersten 

Mal die Primärstruktur des Enzyms abgeleitet werden. Die Pumpe selbst besteht aus ei-

nem einzigen Polypeptid mit, je nach Isoform und Splicing-Variante, zwischen 1169 

und 1258 Aminosäuren und einer berechneten Masse zwischen 130 und 140 kDa.   

Aus Analogiestudien anderer P-Typ-ATPasen und unter Zuhilfenahme computerge-

stützter Berechnungen wurde eine Sekundärstruktur vorgeschlagen, wie sie in Abbil-

dung 2 dargestellt ist59.  

 

Vorkommen alle eukaryontischen Zellen 

Masse ca. 130 - 140 kDa 

Transportmechanismus Bildung eines intermediären Aspartylphosphats 

Ladungsbalance Ca2+-H+-Austausch, Ca2+:H+-Stöchiometrie 0,5 - 1 

ATP-Affinität (Km) Zwei Stellen unterschiedlicher Affinität: 

 Stelle mit hoher Affinität  ca. 1-2,5 µM 

 Stelle mit niedriger Affinität  ca. 145-180 µM 

Ca2+-Affinität (Km) >10 µM im nicht aktivierten Zustand 

>0,5 µM in maximal aktiviertem Zustand (± Calmodulin) 

Inhibitoren Orthovanadat  (K½ ca. 3 µM) 

La3+  (K½ ca. 1 µM) 

Carboxyeosin  

Aktivatoren Calmodulin (Kd ca. 1 nM) 

mehrfach ungesättigte Fettsäuren 

saure Phospholipide 

Phosphorylierung durch PKA oder PKC 

Oligomerisation 
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Abbildung 2: Topographie der PMCA (Zeichnung adaptiert aus Carafoli, 199228) 
Das Modell wird im Text besprochen. Pfeile stellen Regionen aus β-Faltblättern dar, 
Zylinder repräsentieren α-Helices; N: N-terminales Ende; C: C-terminales Ende; TM 1-
10: Transmembrandomänen 1-10; (a), (b), (c), (d): Hauptdomänen a-d; P: Aspartylrest 
mit Phosphorylierungsstelle; ATP: ATP-Bindungsstelle; Sch: “Scharnier“-Region; 
CaM: Calmodulin-Bindungsstelle; PKA und PKC: Phosphorylierungsstellen durch 
Proteinkinasen A und C. 
  

Zehn Transmembrandomänen (TM 1-10), die nur durch kurze extrazytoplasmatische 

Peptid-Stücke verbunden sind, verankern das Polypeptid in der Plasmamembran, wäh-

rend ca. 80% der Masse (darunter sowohl das C-, als auch das N-terminale Ende) ins 

Zytoplasma ragen. Dieser Hauptteil formt vier Hauptdomänen (a, b, c, d, siehe Abb. 2), 

die sich vom N-Terminus bis TM 1 , zwischen TM 2 und TM 3, zwischen TM 4 und 

TM 5 und von TM 10 bis zum C-Terminus erspannen.  

Die erste Domäne (a) enthält zum Teil α-Helices und variiert je nach Isoform zwischen 

90 und 100 Aminosäureresten. Die zweite (b) besteht sowohl aus α-helicalen als auch 

aus β-Faltblatt-Strukturen. Sie enthält mindestens eine der Stellen, die für die Aktivie-

rung durch saure Phospholipide verantwortlich sind179 und wird in Analogie zu anderen 

P-Typ-ATPasen als die sog. "transducing unit" angesehen, welche die ATP-Hydrolyse 

an den Transport von Ca2+-Ionen koppelt106. Für die dritte Domäne (c), welche die 

meisten Aminosäurereste enthält, wird eine Struktur aus β-Faltblättern, die jeweils 

durch α-Helices unterbrochen werden, vorausgesagt. In ihr befinden sich der Aspartyl-
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rest, welcher während des Transports phosphoryliert wird (P) und, weiter C-terminal, 

die Bindungsstelle des ATP (ATP)75,48. Des weiteren konnte in dieser Domäne, analog 

zu anderen Transportern, eine "Scharnierstelle" (Sch) identifiziert werden, die durch 

eine Bewegung die Phosphorylierungsstelle in örtliche Nähe zum gebundenen ATP 

bringen soll30. Die letzte Domäne (d) enthält wichtige Regulationsstellen. So konnte 

man dort die CaM-Bindungsstelle76,70,109 und Phosphorylierungsstellen der PKA und 

PKC identifizieren173. Als möglicher Mechanismus für die Aktivierung/Inaktivierung 

der Pumpe durch diese Domäne wurde vorgeschlagen, dass sie sich in Abwesenheit von 

CaM wie ein Deckel über das aktive Zentrum auf Domäne 3 (c) legt und somit direkt 

die Interaktion von ATP bzw. Ca2+ mit der Pumpe unterbindet. Durch Bindung von 

CaM oder Phosphorylierung durch PKC schwingt die C-terminale Domäne zur Seite 

und gibt die Interaktionsstellen wieder frei44,45,27. 

1.3.3. Lokalisation 

Die genaue subzelluläre Lokalisation der PMCA ist noch Gegenstand intensiver For-

schung. Nach den bisherigen Ergebnissen muss man davon ausgehen, dass die ultra-

strukturelle Verteilung in verschiedenen Zelltypen (unter Umständen auch für die ein-

zelnen Isoformen und Subtypen, s. 1.3.4.) ein anderes Muster zeigt. So wurde z.B. für 

die quergestreifte Muskulatur sowohl eine homogene Verteilung des Enzyms über die 

Plasmamembran159 als auch eine teilweise Lokalisation im T-tubulären System133 be-

schrieben. Für exokrine Zellen konnten Unterschiede in der Verteilung des Enzyms und 

seiner Isoformen am basalen und apikalen Pol entdeckt werden170, und Fujimoto er-

brachte 1993 Hinweise auf eine Lokalisation der PMCA in Caveolae50. 

In derselben Arbeit wurde die Kolokalisation der Pumpe mit einem IP3-Rezeptor-arti-

gen Protein postuliert, was sich, ähnlich wie die Berichte zur Kolokalisation mit dem 

Dihydropyridin-Rezeptor133, bei der Untersuchung der funktionellen Bedeutung des En-

zyms als richtungsweisend herausstellen könnte. Aus diesem Grund wurden auch in 

dieser Arbeit Ansätze zur subzellulären Lokalisation und Aufdeckung eventueller Inter-

aktionspartner verfolgt.  

1.3.4. PMCA-Isoformen und Splicing-Varianten 

Wie bereits weiter oben erwähnt, wurden nach und nach verschiedene Isoformen der 

Plasmamembran-Ca2+-ATPase entdeckt . Inzwischen steht fest, dass das Enzym zu einer 



1. Einleitung 

 - 8 - 

Multigen-Familie aus mindestens vier26 möglicherweise fünf66 Genen gehört, die auf die 

Chromosomen 12, 3, X und 1 lokalisiert werden konnten29. Die Isoformen, deren kom-

plette cDNA für verschiedene Spezies bereits bestimmt wurde, sind in Tabelle 2 mit den 

relevanten Literaturstellen aufgelistet. Auf Aminosäureebene besteht zwischen den ein-

zelnen Isoformen jeweils eine Übereinstimmung von 75-85%161, wobei die größten Se-

quenzunterschiede in den C- und N-terminalen Regionen gefunden werden. 

 

Isoform Spezies Literatur 

PMCA 1 Mensch Verma et al.1988172 

 Ratte Shull und Greeb 1988149 

PMCA 2 Mensch Heim et al. 199265 

 Ratte Shull und Greeb 1988149 

PMCA 3 Mensch Brown et al. 199620 

 Ratte Greeb und Shull 198958 

PMCA 4 Mensch Strehler et al. 1990160 

 Ratte Keeton und Shull 199581 

 

Tabelle 2: PMCA-Isoformen deren komplette cDNA bekannt ist, mit den jeweiligen 
Originaltexten  
 

Durch alternatives mRNA-Splicing an insgesamt vier möglichen Splicingstellen (A-D) 

wird die Diversität dieser vier Genprodukte beträchtlich erhöht (über 25 bekannte Spli-

cingvarianten). Dabei geht man heute davon aus, dass dies hauptsächlich an den zwei 

Stellen A (in Nachbarschaft zur Phopospholipid-Regulationsstelle) und C (innerhalb der 

CaM-Bindungsstelle) des Enzyms stattfindet, an welchen, je nach Isoform, bis zu drei 

Exons von unterschiedlicher Länge oder aber kein Exon inkludiert werden können. Die 

anderen beiden Splicingstellen B und D werden hier bewusst außer Acht gelassen, da B 

offensichtlich nur in sehr wenigen, außerordentlich spezialisierten Geweben und Zell-

arten vorkommt68, und D wahrscheinlich aufgrund von Klonierungsartefakten identifi-

ziert worden war16. Carafoli schlug 1994 in einem Übersichtsartikel30 eine Nomenklatur 

zur Bezeichnung der unterschiedlichen Isoformen/Splicingvarianten vor, an die sich im 

Folgenden gehalten werden soll. Dabei steht ein erster kleiner Buchstabe für die ent-

sprechende Spezies (z.B. r für Ratte, h für das humane Enzym), gefolgt von der Be-
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zeichnung der Isoform (PMCA1 - 4), einem Grossbuchstaben (A oder C) für die Spli-

cingstelle und einer römischen Ziffer, welche die Kombination der eingeschlossenen 

Exons angibt (I - keine Insertion, II - alle Exons, III, IV usw.). Somit stellt die, für diese 

Arbeit besonders wichtige, hPMCA4CI (da sie das in den unten beschriebenen transge-

nen Ratten überexprimierte Gen ist) die humane Isoform 4 der PMCA dar, die an der 

Splicingstelle C kein Exon enthält. 

Zusätzlich sei hier noch die offizielle Gen-Nomenklatur erwähnt, die von der Human 

Genome Organisation (HUGO) im Rahmen des Human Genome Project erstellt 

wurde175 und eine umfassende Klassifizierung der bekannten menschlichen Gene dar-

stellt. Die Richtlinien dieser Nomenklatur und auch speziellere Informationen zu den 

einzelnen Genen (Nukleinsäure- und Proteinsequenzen, Chromosomenlokalisationen, 

Literaturverweise, u.v.m.) können online im Internet abgerufen werden168,167. In Tabelle 

3 ist die in dieser Arbeit verwendete und die offizielle HUGO-Nomenklatur mit Angabe 

des jeweiligen Genortes zusammengefasst.  

 
Isoform HUGO-Nomenklatur Genort 
PMCA 1 ATP2B1 12q21 – 12q23 
PMCA 2 ATP2B2 3p26 – 3p25 
PMCA 3 ATP2B3 Xq28 – Xq28 
PMCA 4 ATP2B4 1q25 – 1q32 

 
Tabelle 3: PMCA-Isoformen und offizielle Gen-Nomenklatur der Human Genome Or-
ganisation (HUGO). Zusätzlich sind die genauen Genorte der einzelnen Isoformen an-
gegeben. 
 

Biochemisch unterscheiden sich die einzelnen Varianten hauptsächlich in ihrer Affinität 

für Calmodulin (am stärksten PMCA2), jedoch liegen auch Unterschiede bezüglich der 

Bindung von ATP oder der Degradation durch Proteasen vor. 

Nicht unerwartet stellte sich heraus, dass die einzelnen Isoformen typischerweise in be-

stimmten Geweben exprimiert werden156,157,159,15,80. Generell scheinen die Isoformen 1 

und 4 in praktisch allen Geweben vorzukommen, während 2 und 3 nur im Gehirn (auf 

mRNA- und Proteinebene) und in Herz- und Skelettmuskel (auf mRNA-Ebene62) 

gefunden wurden. Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass die beiden erstgenannten 

Isoformen eher eine allgemeine Funktion in der Regulation der zellulären Kalziumho-

möostase ausüben, während letztere mit spezifischen Funktionen elektrisch erregbarer 

Zellen assoziiert sind. 
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1.3.5. Bisher bekannte Funktionen der PMCA 

1.3.5.1. Kalziumhomöostase 

Da die PMCA in einer breiten Palette von Zellen immer noch das einzig bekannte Ca2+-

transportierende Enzym darstellt30, wird  ihre Funktion in diesen Zellen als das für die 

Ca2+-Homöostase verantwortliche "housekeeping enzyme" vermutet. Anders verhält es 

sich jedoch in den (elektrisch erregbaren) Zelltypen, wie  Neuronen, Herz- und Skelett-

muskelzellen, welche neben der PMCA noch weitere Ca2+-Transporter exprimieren. So 

spielt die PMCA in den eben genannten Zelltypen gegenüber dem Na+/Ca2+-Antiporter 

und der SERCA wohl eher eine untergeordnete Rolle beim Abtransport des, im Rahmen 

der Muskelkontraktion8 oder der Neurotransmitterfreisetzung, in die Zelle gelangten 

Kalziums. Aufgrund ihrer geringen Kapazität, jedoch hohen Kalziumaffinität scheint sie 

hier eher für die Erhaltung und Feinregulation einer sehr niedrigen [Ca2+]i im Bereich 

unter 1 µM verantwortlich zu sein161,30.  

Diese Feinregulation darf jedoch nicht nur in Bezug auf die gesamtzytosolische Ca2+-

Konzentration gesehen werden, zumal es Hinweise dafür gibt, dass örtlich begrenzte 

Zellregionen wie z.B. der subsarkolemmale Raum größeren Schwankungen hinsichtlich 

der lokalen Kalziumkonzentration ([Ca2+]spm) unterliegen als das restliche Zytoplasma79. 

Die Notwendigkeit einer solchen subzellulären Ca2+-Feineinstellung wird durch For-

schungsergebnisse unterstrichen, welche eine ganze Reihe von (z. T. Kalzium-sensiti-

ven) Rezeptor- und Signaltransduktionsmolekülen in begrenzten, eng umschriebenen 

Zellkompartimenten lokalisieren konnten (siehe 1.5. Caveolae). 

1.3.5.2. Wachstum und Differenzierung 

Ein weiterer wichtiger Schritt zur Charakterisierung der Funktion der PMCA war die 

Erkenntnis, dass im Verlauf der Differenzierung verschiedener Zelllinien unterschiedli-

che Splicingvarianten gebildet werden, und dass eine Überexpression des Enzyms die 

Differenzierungs- und Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen beeinflussen kann. So 

konnten z.B. Hammes et al.62 nicht nur die Verteilung unterschiedlich “gesplicter“ 

PMCA-mRNAs in einer breiten Palette verschiedener Zellarten zeigen, sondern auch 

das Auftreten neuer PMCA1 und 4 Splicingvarianten während der Differenzierung von 

L6 Myoblasten zu L6 Myotuben entdecken. Ähnliches gilt auch für die Entwicklung 
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von undifferenzierten zu differenzierten PC12 Phäochromozytomzellen (dabei treten je-

doch zusätzlich PMCA2 Isoformen auf).  

In einer weiteren Arbeit unserer Arbeitsgruppe63 wurden Untersuchungen an stabil 

hPMCA4CI-überexprimierenden myogenen Zelllinien (L6-Myoblasten) durchgeführt, 

die zeigen konnten, dass die Differenzierung von Myoblasten zu Myotuben unter Sti-

mulation mit Pferdeserum stark beschleunigt war. So wurde die Differenzierungszeit zu 

voll ausgebildeten Myotuben, die im Falle der nicht überexprimierenden Kontrollzellen 

10-12 Tage dauerte, auf 6-8 Tage bei den überexprimierenden Zellen verkürzt. Dabei 

konnte in den überexprimierenden Zellen eine, im Vergleich zu den Kontrollzellen, 20-

30% niedrigere zytosolische Ruhe-Ca2+-Konzentration gemessen werden. Diese Ergeb-

nisse stellen den funktionellen Bezug zwischen PMCA und muskulärer Differenzierung 

bzw. Wachstum her und bilden somit die wichtigste Grundlage für die Hypertrophiever-

suche an neonatalen Kardiomyozyten dieser Arbeit.  

Darüber hinaus gibt es noch weitere Arbeiten, welche die PMCA in Verbindung mit der 

Modulation von Wachstum und Differenzierung auch in anderen Zelltypen wie z.B. En-

dothelzellen, glatten Muskelzellen und neuralen Zellen bringen konnten100,69,18. 

1.3.6. PMCA-transgene Ratten 

Zwar konnten in den letzten Jahren die Struktur, diverse Isoformen und Subtypen der 

PMCA und viele ihrer biochemischen Eigenschaften aufgedeckt werden, trotzdem be-

steht noch immer Unklarheit bezüglich ihrer speziellen Funktionen gerade in erregbaren 

Zellen, wie z.B. Kardiomyozyten, die ja zusätzlich zur PMCA mit weiteren (wesentlich 

"transportstärkeren") Kalziumpumpen ausgestattet sind12. Eine anerkannte Methode zur 

Untersuchung solcher unbekannter Funktionen ist die Generierung von transgenen Tie-

ren, welche das zu untersuchende Enzym unter der Kontrolle eines definierten Promo-

tors organspezifisch überexprimieren (Methodik siehe Mullins 1990114). In diesem gain 

of function model können sowohl Auswirkungen der Überexpression am Gesamtorga-

nismus beobachtet als auch Experimente mit isolierten Zellen durchgeführt werden. 

Zu diesem Zweck wurden von A. Hammes vier transgene Rattenlinien etabliert64, wel-

che die cDNA der hPMCA4CI unter der Kontrolle des Ventrikel-spezifischen Ratten-

Myosin-Leichtketten-2 (MLC-2v)-Promotors trugen und zwei weitere Linien mit der-

selben cDNA, jedoch unter der Kontrolle des Ratten-α-Myosin-Schwerketten (α-

MHC)-Promotors. 
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Die anschließende Charakterisierung bezüglich des Transgens im Herzmuskel zeigte 

eine hohe hPMCA4CI-mRNA-Expression vor allem in den 3 bis 14 Tage alten Tieren, 

während auf Proteinebene im quantitativen Immunoblot eine 2,5- (in neonatalen Kar-

diomyozyten) bis 1,6-fache (in adulten Kardiomyozyten) PMCA-Überexpression ge-

genüber den Kontrollen nachgewiesen wurde. Zusätzlich konnte in hochgereinigten 

Plasmamembran-Präparationen eine erhöhte PMCA-Aktivität gemessen werden, welche 

gut mit der Überexpression korrelierte. Insofern konnte davon ausgegangen werden, 

dass ein voll funktionstüchtiges und aktives Enzym synthetisiert wurde. Kompensatori-

sche Veränderungen in der Expression anderer Ca2+-transportierender Enzyme (Na+-

Ca2+-Exchanger, SERCA, rPMCA) wurden ausgeschlossen. 

Parallel zu den Versuchen dieser Arbeit wurden mit den transgenen Tieren hämodyna-

mische Experimente in vivo, sowie elektrophysiologische Untersuchungen und Fura-2-

Kalzium-Messungen an isolierten adulten Kardiomyozyten im Vergleich zu nicht trans-

genen Tieren durchgeführt. Dabei zeigten sich jedoch keine signifikanten Unterschiede 

bezüglich der gemessenen Parameter, wie z.B. linksventrikulärem systolischen Druck, 

arteriellem Mitteldruck, linksventrikulärem enddiastolischem Druck, rechtsatrialem 

Druck oder Herzfrequenz. Messungen der L-Typ-Kalzium-Ströme mit der Patch-

Clamp-Methode zeigten bezüglich Spannungsabhängigkeit, Aktivierung und Inaktivie-

rung ebenfalls keine signifikanten Unterschiede. Auch die Aufzeichnung des Zeitver-

laufs des schnellen [Ca2+]i Transienten, der in Anwesenheit von Thapsigargin und Rya-

nodin (Blockierung des sarkoplasmatischen Retikulums) durch den Einstrom von Ca2+ 

durch L-Typ-Kanäle induziert wurde, zeigte ein gleichartiges Verhalten von transgenen 

und Kontrollzellen. 

Diese und weitere Eigenschaften sind in einer Veröffentlichung beschrieben, in welche 

auch ein großer Anteil der Resultate der vorliegenden Arbeit eingegangen ist64. 

Für die vorliegende Arbeit fanden MLC-2v-hPMCA4CL homozygot transgene Ratten 

(TG-Ratten) Verwendung, die mit normalen (Wildtyp) Sprague-Dawley-Ratten (SD-

Ratten) verglichen wurden. 
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1.4. Myokardhypertrophie 

1.4.1. Definition 

Im klinischen Sprachgebrauch wird als Herzhypertrophie eine Gewichtszunahme des 

Organs, die alters- geschlechts- und körpergewichtsspezifische Normwerte überschrei-

tet, bezeichnet. Diese Definition weicht von der strengen pathologisch-anatomischen 

Definition der Hypertrophie (=Volumenvermehrung der Zelle ohne Zellteilung) ab, da 

diese Gewichtszunahme sowohl auf der Größenzunahme der Kardiomyozyten (welche 

nicht mehr teilungsfähig sind) als auch auf einer zahlenmäßigen Vermehrung 

(=Hyperplasie) von Bindegewebszellen und extrazellulärer Matrix beruht. Im folgenden 

soll der Begriff "Hypertrophie" im engeren Sinn, d.h. in Bezug auf den einzelnen Kar-

diomyozyt gebraucht werden, da die Untersuchungen dieser Arbeit an isolierten Zellen 

durchgeführt wurden.  

1.4.2. Auslösende Mechanismen 

Die Mechanismen, die zur Entwicklung der Myokardhypertrophie führen sind noch 

nicht vollständig aufgeklärt. Jedoch konnten in den letzten Jahren in vivo und in vitro 

zahlreiche Stimuli identifiziert werden, auf welche Kardiomyozyten in relativ gleicher 

Art und Weise durch hypertrophes Wachstum antworten. Lange Zeit bekannt ist der 

Einfluss von mechanischen Faktoren wie z.B. Erhöhung der Vor- und/oder Nach-

last85,86,107 (meist durch Steigerung des systemischen Blutdrucks) mit Dehnung der 

Muskelzellen. Trotzdem besteht zum Teil noch immer Uneinigkeit darüber, ob dies den 

direkten Auslösemechanismus darstellt, oder ob mechanischer Stress zur sekundären 

Freisetzung von Wachstumsfaktoren führt. Für letzteres sprechen Resultate, die eine, 

durch dauernde Dehnung hervorgerufene, Angiotensin-II (ATII)-Sekretion nachweisen 

konnten. Dieses führte dann auto- und parakrin zu muskulärem Wachstum134. Eine noch 

stärkere Induktion nukleärer Hypertrophiesignale (siehe 1.4.3.) konnte durch repetitive 

Kontraktionen hervorgerufen werden89.  

Abgesehen von ATII konnten viele weitere Faktoren identifiziert werden, die das Ge-

samtkonzept der para- bzw. neuroendokrinen Steuerung kardialen Wachstums stützen: 

Schilddrüsenhormone61, α1- und β-Adrenozeptoragonisten178,73,158, saure und basische 

Fibroblastenwachstumsfaktoren174, Endothelin148,117,71, Insulin und insulin-like growth
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factor (IGF)72 und der platelet-derived growth factor BB (PDGF-BB)118. Abbildung 3 

zeigt noch einmal eine schematische Aufstellung der bekannten und möglichen Fakto-

ren, die an der Myokardhypertrophie beteiligt sind. 

 

Abbildung 3: Zusammenstellung intra- und extrazellulärer Faktoren, welche mit der 
Myokardhypertrophie in Verbindung gebracht werden (nach Neyses und Pelzer 1995120)  

1.4.3. Signaltransduktion und Genexpression 

Neben der Identifizierung Hypertrophie-induzierender Stimuli ist es Ziel der Forschung, 

die Signaltransduktionswege aufzudecken, welche das Wachstumssignal vom Rezeptor 

der Plasmamembran (oder eines intrazytoplasmatischen Rezeptors) in den Zellkern 

weiterleiten und somit zu einer veränderten Genexpression führen. In groben Zügen 

könnte dies etwa folgendermaßen aussehen: Ein Wachstumsstimulus (z.B. ATII) führt 

durch Bindung an seinen spezifischen Rezeptor zur Induktion einer zytoplasmatischen 

oder membranassoziierten Kinase. Dadurch werden in einer kaskadenartigen Reaktion 

verschiedene Proteine des Zytosols phosphoryliert, deren Endpunkt die MAP-Kinase (= 

Mitogen Activated Protein Kinase, MAPK) darstellt. Diese wird in den Kern transloziert 

und phosphoryliert dort spezifische Transkriptionsfaktoren, welche an Promotorsequen-

Transkriptionsfaktoren
Hormone (Steroide)

Dehnung/
mechan. Stress

Wachstumsfaktoren

Fibroblasten
Endothel
Neuronen Extrazelluläre Matrix

Lipide
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zen der genomischen DNA binden und so die mRNA-Transkription kodierender Gene 

regulieren 108. 

Die Abläufe im Kern selbst sind nur zu einem geringen Teil aufgedeckt. Im Herzen 

scheinen jeweils mehrere Transkriptionsfaktoren zusammen für die Expression spezifi-

scher Gene verantwortlich zu sein. Dies steht im Kontrast zum Skelettmuskel, wo ein-

zelne "Meistergene" wie MyoD, Myogenin, Myf6 und Myf5 die muskuläre Differenzie-

rung steuern. Einer dieser Transkriptionsfaktoren ist das Produkt des Early-Growth-

Response-1 (Egr-1) Gens, welches bereits 30-60 Minuten nach Einwirken eines hyper-

trophen Stimulus exprimiert wird. Für Egr-1 wurde gezeigt, dass unter Verwendung von 

Egr-1-Antisense-Oligonukleotiden die hypertrophe Antwort des Myokards auf Endo-

thelin-1 unterdrückt werden kann117. Weitere Beispiele für solche Transkriptionsfakto-

ren sind NFAT3 (durch einen Calcineurin-abhängigen Signalweg induziert113) und 

MEF2 (gesteuert über die Ca2+/Calmodulin abhängigen Proteinkinasen (CAM-Kinasen) 

I und IV127). 

All dies führt letztendlich zur Expression eines veränderten Genprogramms115. 

Interessanterweise resultiert daraus bezüglich der Genexpression ein fetaler Phänotyp 

der Kardiomyozyten. So wurde z.B. bei den kontraktilen Proteinen ein Wechsel vom 

adulten Isoenzym α-Myosin-Heavy-Chain (α-MHC) zum fetalen β-MHC103,110 und ein 

Wiederauftreten des fetalen α-skelettalen Aktins145 beschrieben. In dieses Bild passt 

auch die Reexpression des fetalen Markers Atrialer Natriuretischer Faktor (ANF) im 

hypertrophen Myokard35,74.  

1.4.4. Klinische Bedeutung 

Basierend auf der Framingham-Studie wurde zum ersten Mal die Bedeutung der links-

ventrikulären Hypertrophie (LVH) als eigenständiger Risikofaktor für den plötzlichen 

Herztod und andere kardiovaskuläre Erkrankungen beschrieben78,111. Aufgrund ihrer ho-

hen Prävalenz (3-7% der unter 50-Jährigen und 12-40% der 50 bis 80-Jährigen in der 

Framingham-Population) lässt sich ihre große epidemiologische und volkswirtschaftli-

che Bedeutung abschätzen.  
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1.5. Caveolae 

1.5.1. Morphologie und Definition 

Caveolae sind einheitlich aufgebaute, ca. 50 - 100 nm große, plasmalemmale Invagina-

tionen, welche nicht von einer (Clathrin-) Hülle ummantelt sind und meist durch ein 

kurzes Halsstück mit dem Extrazellularraum kommunizieren. Sie wurden erstmals in 

den 50er-Jahren im Gallenblasenepithel176 und später in Endothelzellen22 beschrieben. 

Auch in Adipozyten, Fibroblasten, Skelett- und Herzmuskelzellen52,128,155 konnten 

zahlreiche Caveolae entdeckt werden und man geht davon aus, dass sie in fast allen 

Zelltypen vorkommen3. 

Lange Zeit wurden nur die oben genannten, rein morphologischen Merkmale zur Identi-

fizierung von Caveolae angewandt. Erst mit der Etablierung eines umfassenden bio-

chemischen Instrumentariums und der Entdeckung der Caveoline (als caveoläre "Mar-

ker-Proteine", siehe 1.5.2.) konnten härtere Kriterien zur Identifizierung und Isolierung 

caveolärer Membranen erstellt werden, wie sie in einer Übersichtsarbeit von Richard 

Anderson4 zusammengefasst sind: (a) Unlöslichkeit gegenüber Triton X-100 bei 4°C, 

(b) eine relativ geringe Dichte und (c) Reichtum an Glycosphingolipiden, Cholesterin 

und Lipid-verankerten Membranproteinen. 

1.5.2. Molekulare Zusammensetzung von Caveolae 

1.5.2.1. Caveolin 

Die Arbeitsgruppe um Anderson konnte 1992 das Caveolin, ein 22 kDa Marker-Protein 

für Caveolae, identifizieren131, welches fast gleichzeitig auch unter dem Namen VIP21 

als Transformations-abhängiges v-Src-Substrat in transformierten Fibroblasten54,55 und 

als Bestandteil von Transportvesikeln des Golgi-Komplexes90 beschrieben wurde. 

Mittlerweile sind mindestens drei Gene mit vier Genprodukte des Caveolins bekannt: 

Caveolin-1α, -1β140, -2141 und -3164 (eventuell noch zwei weitere im Nematoden Caeno-

rhabditis elegans165). Dabei entstehen Caveolin-1α und -1β aus einem einzigen Gen 

durch alternative Initiation bei der Translation, während die anderen beiden Isoformen 

durch eigene Gene kodiert werden.  

Unterschiede zwischen den Isoformen bestehen in der Anzahl der Aminosäurereste 

(Cav-1α: 178 AS ≈ 22 kDa; Cav-1β: 147 AS; Cav-2: 149 AS; Cav-3: 151 AS ≈ 18 
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kDa), ihrer Sequenz (jedoch große Ähnlichkeit zwischen Cav-1 und -3: ca. 65% iden-

tisch und 85% ähnlich, basierend auf konservativer Aminosäure-Substitution164) und ih-

rer gewebsspezifischen Expression. Cav-1 und -2 werden in den meisten Zelltypen 

exprimiert (Cav-2 besonders in Adipozyten), außer in Skelett- und Herzmuskelzellen, 

die nur Cav-3 enthalten. Glatte Muskelzellen exprimieren sowohl Cav-1 als auch Cav-

3164. 

Die nun beschriebene Ultrastruktur des Cav-1 ist bisher am besten charakterisiert. Auf-

grund der großen Ähnlichkeit zwischen Cav-1 und Cav-3 können die folgenden Ausfüh-

rungen als allgemeiner Bauplan der Caveolin-Multigen-Familie angesehen werden. 

Eine hydrophobe 33-AS-Sequenz verankert das Protein in der Plasmamembran, so dass 

sowohl der N- als auch der C-Terminus frei ins Zytoplasma ragen. Dadurch ergibt sich 

eine haarnadelartige Sekundärstruktur38. Von der intramembranösen Domäne ein Stück 

in Richtung aminoterminalem Ende (AS-Reste 61-101 des Cav-1) befindet sich die so-

genannte Caveolin-Homooligomerisations-Domäne (CHD). An dieser Stelle lagern sich 

bis zu ca. 16 Caveolin-Monomere unter Mitwirkung bestimmter Lipide zu großen 

Komplexen zusammen, welchen man große Bedeutung für die Strukturgebung der Ca-

veolae beimisst136.  Innerhalb der CHD befindet sich eine Subdomäne (AS-Reste 82-

101 des Cav-1), die als Bindungsstelle für heterotrimere G-Proteine und für Tyrosinki-

nasen der Src-Familie92,94,95,164 identifiziert wurde. Man geht inzwischen davon aus, 

dass diese Sequenz als allgemeine, multivalente Bindungs- und Interaktionsstelle für 

caveoläre Proteine dient. Li et al.93 schlugen deswegen den Namen "Caveolin Scaffol-

ding Domain" (CSD = Caveolin Gerüstdomäne) vor. 

1.5.2.2.  Membraneigenschaften und Lipide 

Wie schon weiter oben erwähnt, besitzen caveoläre Membranen eine spezifische Zu-

sammensetzung bezüglich ihrer Lipide. Im Vergleich zur "normalen" Plasmamembran, 

haben sie einen hohen Gehalt an Cholesterin, Sphingomyelin, Ceramiden und Ganglio-

siden21,101,126. Diese sind zum einen für die Dichteeigenschaften und die Resistenz 

gegenüber Detergenzien bei niedrigen Temperaturen verantwortlich, wie Versuche an 

Cholesterin- und Sphingomyelin-reichen Liposomen gezeigt haben144,1. Zum anderen 

sind sie auch am Aufbau der typischen Form von Caveolae beteiligt. So führt z.B. die 

künstliche Verminderung des zellulären Cholesterins zum Verschwinden invaginierter 

Caveolae94.  
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1.5.2.3. Caveoläre und Caveolae-assoziierte Proteine 

Die Forschung der letzten Jahre hat gezeigt, dass in Caveolae eine große Anzahl zellulä-

rer Proteine mit verschiedensten Funktionen konzentriert sind. Tabelle 4 gibt eine nach 

Eigenschaften/Funktionen geordnete Übersicht über bisher in Caveolae lokalisierte 

Proteine, unabhängig davon, ob dies mit biochemischen und/oder morphologischen 

Methoden erfolgte oder in welchem Zelltyp oder welcher Spezies der Nachweis er-

bracht wurde.  

 

Art der Moleküle Name 
Acylierte Proteine Heterotrimeres G-Protein Gα und Gβ 

Tyrosinkinasen Src, Fyn, Hck, Lck 
Endotheliale NO-Synthase (eNOS)  
CD-36 
Caveolin 

Glycosylphosphatidylinositol 
(GPI) verankerte Proteine 

Folat-Rezeptor 
T-Zell-Markerprotein Thy 1 
Alkalische Phosphatase 
Urokinase Rezeptor 
5'-Nucleotidase 
CD-14 
Prion Protein 

Prenylierte Proteine Rap1A 
Ras 

Membran Rezeptoren Rezeptoren für: 
Platelet Derived Growth Factor (PDGF) 
Insulin 
Epidermal Growth Factor (EGF) 
Receptor for Advanced Glycation End Product (RAGE) 
Cholecystokinin (CCK) 
Azetylcholin (M2-ACh-Rezeptor) 
Katecholamine (β2-Rezeptor) 
Bradykinin (BK B2 Rezeptor) 
Endothelin (Subtyp A und B Rezeptor) 
Atrialer Natriuretischer Faktor (ANF – Typ B Rezep-
tor) 
SR-B1 



1. Einleitung 

 - 19 - 

Art der Moleküle Name 
Signaltransduktionsmoleküle Proteinkinase Cα (PKCα) 

SH2-containing protein (SHC) 
Son of sevenless protein (SOS) 
GRB2 
Mitogen aktivierte Proteinkinase (MAPK) 
Adenylate Cyclase 
SH2-containing proteintyrosinphosphatase (SYP) 
Phosphatidylinositol 3 (PI3) Kinase 
Raf1 
Calmodulin 

Membrantransporter Porin 
IP3 sensitiver Ca2+-Kanal 
Plasmamembran Ca2+-ATPase (PMCA) 
Aquaporin-1 
H+-ATPase 

Strukturmoleküle Annexin II 
Ezerin 
Myosin 
Vesicle associated membrane protein (VAMP) 
N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein (NSF) 
Aktin 
Dystrophin 
Gelsolin 
Spectrin 

Verschiedene Flotillin 
Cholera Toxin Untereinheit A 

 

Tabelle 4: Proteine, die mit biochemischen und/oder morphologischen Methoden in 
Caveolae lokalisiert wurden (zusammengestellt aus Anderson 19984 und Couet et al. 
199738). 
 

Als Mechanismen für diese zielgerichtete Akkumulation werden molekulare Interaktio-

nen der oben genannten Proteine mit caveolären Lipiden (z.B. Cholesterin mit Caveo-

lin94), mit Caveolin (z.B. Gα, Src-Tyrosinkinasen, eNOS93,95,164,46) oder Acylierung (z.B. 

Src-Tyrosinkinasen147 oder eNOS146) verantwortlich gemacht. Interessanterweise 

scheint die Interaktion mit Caveolin vom Aktivierungszustand der jeweiligen Moleküle 

abzuhängen, wobei in der Regel die inaktiven Formen interagieren. 

1.5.3. Bisher bekannte Funktionen von Caveolae 

Bis zum jetzigen Zeitpunkt wurden vier Hauptfunktionen für Caveolae vorgeschlagen 

(nach Travis 1993171). Im einzelnen sind diese: (a) der Transport von Molekülen durch 
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Endothelzellen, im Sinne von Transportvesikeln, (b) die zelluläre Aufnahme von klei-

nen Molekülen, wie z.B. Folat (ein Prozess, der Potozytose genannt wird), (c) die Bil-

dung einer örtlich distinkten Plattform für Signaltransduktionsmoleküle und (d) die 

Vermittlung des Effluxes von de novo synthetisiertem und aus LDL stammendem Cho-

lesterin47. Es muss jedoch darauf hingewiesen werden, dass diese Funktionen aus Un-

tersuchungen an verschiedenen Zelltypen und Spezies abgeleitet wurden. Insofern ist 

von einer unterschiedlichen Ausprägung je nach Zelltyp und Gewebe auszugehen.   

Aufgrund des Umfangs der hierzu vorliegenden Forschungsergebnisse muss bezüglich 

der oben unter (a), (b) und (d) genannten Funktionen auf die entsprechenden Über-

sichtsartikel171,4,38 verwiesen werden. Nur auf die caveoläre Signaltransduktion soll im 

Folgenden noch eingegangen werden, da die Erkenntnisse auf diesem Gebiet eine wich-

tige Grundlage für die Arbeit darstellen. 

Wie aus Tabelle 4 (s.o.) zu entnehmen, konnte eine große Anzahl von Signaltransduk-

tionsmolekülen dem caveolären System zugeordnet werden, welche die unterschied-

lichsten zellulären und systemischen Funktionen beeinflussen können: Stoffwechsel 

(z.B. Insulinrezeptor, β-Adrenozeptor), Sekretion (Cholecystokinin), Wachstum und 

Differenzierung (z.B. PDGF- und EGF-Rezeptor, MAPK, Ras, Raf 1), cardiovaskuläre 

Funktionen (z.B. β-Adrenozeptor, M2-ACh-Rezeptor, eNOS) und viele mehr. Caveolae 

bilden somit eine Plattform, welche auf engstem Raum die Aufnahme, Modulation und 

Transduktion intra- und extrazellulärer Signale ermöglicht. 

Dabei war für diese Arbeit richtungsweisend, dass sich an diesen "Brennpunkten" nicht 

nur unterschiedliche Signalwege kreuzen, die wichtige Rollen bei der Entwicklung der 

Myokardhypertrophie spielen (PDGF, βAR, eNOS, MAPK usw., siehe 1.4.3.), sondern 

auch, dass erste Hinweise dafür vorlagen, dass die PMCA durch ihre Lokalisation in 

Caveolae50 zusammen mit anderen Ca2+-gesteuerten Molekülen (eNOS146, IP3-sensiti-

ver Ca2+-Kanal49,51) in diese Wege eingreifen kann. 
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2. Zielsetzung der Arbeit 

Obwohl bereits umfangreiche Ergebnisse über die biochemischen Eigenschaften der 

Plasmamembran Ca2+-ATPase, ihre Regulation durch Calmodulin und Proteinkinasen 

und die gewebespezifische Isoform-Verteilung vorliegen, bleibt ihre Funktion in vivo 

weiterhin unklar. Dies gilt insbesondere für elektrisch erregbare Gewebe, wie den 

Herzmuskel, der noch über andere Ca2+-Transportsyteme verfügt. Erste Ergebnisse aus 

dem eigenen Labor konnten den Einfluss der PMCA auf muskuläres Wachstum und 

Differenzierung zeigen. Um diesen Ansatz weiter zu verfolgen und auf den Bereich des 

kardialen Wachstums bzw. der Myokardhypertrophie auszuweiten, wurden von A. 

Hammes transgene Ratten etabliert, welche eine humane Isoform der Kalziumpumpe 

myokardspezifisch überexprimierten und nun zur weiteren Charakterisierung zur Verfü-

gung standen. 

Zusätzlich lagen erste Hinweise dafür vor, dass die PMCA durch eine Lokalisation in 

Caveolae in engster räumlicher Beziehung zu Strukturen wachstums- und differenzie-

rungssteuernder Signalwege stehen könnte. 

Basierend auf oben Genanntem, wurde folgende Arbeitshypothese aufgestellt: 

 
Auch in Kardiomyozyten nimmt die Plasmamembran-Ca2+-ATPase Einfluss auf 

die Steuerung von Wachstums- und Differenzierungsvorgängen, wie sie im Rah-

men der Herzhypertrophie auftreten. Diese Einflussnahme geschieht an einem ge-

nau definierten Ort, den Caveolae, die eine Art Schaltzentrale zellulärer 

Signaltransduktion darstellen. 

 
Um diese Hypothese zu testen wurde eine zweigleisige Vorgehensweise gewählt: 

1) Unter Verwendung anerkannter Methoden (Detergenzextraktion, Caveolae-

Präparation, Doppel-Immunfluoreszenz, Co-Immunpräzipitation) sollte die cave-

oläre Lokalisation der PMCA in Kardiomyozyten untersucht und eine mögliche 

Interaktion mit Caveolin-3 oder anderen caveolären Proteinen dargestellt werden.   

2) Unterschiede im Wachstumsverhalten im Vergleich von normalen zu PMCA-

transgenen Ratten sollten am Model von Kulturen neonataler Kardiomyozyten 

überprüft werden, welche zu hypertrophem Wachstum stimuliert wurden. Mess-

parameter sollten Gesamtprotein, Proteinsynthese und Morphologie sein. 
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3. Methoden 

Alle Lösungen und Puffer, Chemikalien, Materialien und Fertig-Kits und die verwen-

deten Geräte sind in jeweils eigenen Abschnitten unter 8. Anhang aufgelistet. 

 

3.1 Zellkultur 

3.1.1 Präparation von Kardiomyozyten aus neonatalen Rattenherzen 

(Methode nach Simpson und Savion151) 

Alle Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen unter einer Sterilbank durchgeführt. 

Sämtliche Materialien und Lösungen wurden entweder vom Hersteller keim- und pyro-

genfrei geliefert oder waren durch vorangehendes Autoklavieren (mindestens 20 min 

bei 120 °C und 1,6 bar) in einem Sterilisator, bzw. durch Filtration durch einen sterilen 

Filter mit einer Porengröße von ≤ 0,2 µm von bakterieller Kontamination befreit wor-

den. 

Zwei Tage alten Sprague-Dawley-Ratten (SD-Ratten), bzw. hPMCA4CI-transgenen 

Ratten (TG-Ratten) wurden die Herzen entnommen. Nach Spülen in Calcium and Bi-

carbonate Free Hanks with Hepes (CBFHH) mit 1,5 IE/ml Heparin-Natrium, um die 

Blutgerinnung zu unterbinden, wurden die Herzen mittels Skalpellen zerteilt und in 20 

ml einer Fermentierlösung für die Kardiomyozytenpräparation überführt. Es folgten 2 

Verdauungsschritte, während derer die Suspensionen aus Herzen und Fermentierlösung 

20 Minuten bei niedriger Geschwindigkeit auf einem Magnetrührer und abschließend 

mit einer 10 ml Pipette gemischt wurden. Nach zweiminütigem Absetzen wurde der 

Überstand der Suspensionen, welcher herausgelöste Zellen enthielt, abgenommen, ver-

worfen (da am Anfang des Verdaus übermäßig viele Nicht-Kardiomyozyten enthalten 

waren) und durch frische Fermentierlösung ersetzt. 

Weitere 8-12 Verdauungsschritte von nur 5-minütiger Dauer wurden durchgeführt, bei 

welchen der Überstand, der nun überwiegend Kardiomyozyten enthielt, in 50 ml Pro-

benröhrchen gesammelt wurde, in welchen zur Inaktivierung der Verdauungsenzyme 

jeweils 7,5 ml fetales Kälberserum (FCS) vorgelegt waren.  

Nach Beendigung des Verdaus wurden die Zellen in einer Zentrifuge mit 

Ausschwingrotor 10 Minuten bei 150 x g pelletiert und der Überstand verworfen. Das 
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Pellet wurde in ca. 28 ml MEM/5 Medium resuspendiert und durch einen Zellstrainer 

hindurch auf zwei 10 cm Petrischalen verteilt.  

Das sog. Preplating wurde 1 Stunde im Inkubator bei 37°C, 5% CO2 durchgeführt. Da-

bei wurde ausgenutzt, dass sich die in der Suspension enthaltenen Nicht-Kardiomyozy-

ten (hauptsächlich Fibroblasten) wesentlich schneller absetzten und am Boden der 

Schale hafteten. Der Überstand mit den Kardiomyozyten wurde anschließend abge-

nommen, homogen gemischt und die enthaltenen vitalen Zellen unter Verwendung von 

Trypan-Blau in der Fuchs-Rosenthal-Kammer ausgezählt. 

Jeweils 1,5 Millionen Zellen in 6 ml MEM/5 pro 6 cm Petrischale wurden für die 

Wachstumsversuche mit Bestimmung des Gesamtproteins, 700000 Zellen in 3 ml 

MEM/5 pro 6-Well für die Wachstumsversuche mit Bestimmung des 3H-Leuzin-Ein-

baus und 70000 Zellen in 750 µl MEM/5 pro 24-Well auf Glas-Objektträger für Immun-

fluoreszenz-Färbungen ausgesetzt. 

3.1.2 Kultur der Kardiomyozyten aus neonatalen Rattenherzen 

Nach der Präparation (s. 3.1.1.) folgte eine 24 stündige Absetz- und Anwachsphase, 

während derer die Kardiomyozyten in MEM/5 verblieben. Danach wurde das MEM/5 

entfernt, die Schalen zweimal mit PBS gewaschen und das „Hungermedium“ MEM/TI 

zugegeben. Nach 48 Stunden, in welchen der Zellstoffwechsel in Abwesenheit wachs-

tumsfördernder Stimuli auf ein basales Niveau abgesunken und geschädigte Zellen ab-

gestorben waren, konnten man durch mikroskopische Auszählung die Dichte der Kar-

diomyozyten mit 150-200 Zellen/mm2 bestimmen und die Zellkulturen für Wachstums-

versuche und Immunfluoreszenz-Färbungen verwenden.  

 

3.2. Stimuliertes Wachstum 

3.2.1. Bestimmung der Zunahme des Gesamtproteins als Maß für das Zellwachs-

tum 

Am 3. Tag nach Präparation der Kardiomyozyten-Kulturen wurde das „Hungermedium“ 

MEM/TI (s.o.) abgenommen und, nach Waschen mit PBS, gegen frisches MEM/TI er-

setzt, welches zusätzlich entweder 2 Vol% FCS, 2 µmol/l Norepinephrin (NE), 50 ng/ml 

Platelet Derived Growth Factor BB (PDGFBB) oder keinen Wachstumsstimulus ent-
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hielt. Dazu wurden für jeden Stimulus (bzw. auch für die unstimulierten Kontrollzellen) 

für jede der festgelegten Inkubationszeiten 15h, 24h, 39h und 48h je zwei 6 cm Petri-

schalen von transgenen (TG-) Kardiomyozyten und Wildtyp (Sparague Dawley = SD) -

Kardiomyozyten verwendet. 

Nach Ablauf der Inkubationszeiten wurde das Medium entfernt, die Zellen mit PBS ge-

waschen, mittels eines Latex Zell-Scrapers in 700 µl PBS von den Petrischalen abge-

nommen und in 1,5 ml Eppendorf-Caps überführt. Durch kurzes (ca. 10 s) Zentrifugie-

ren (Eppendorf-Zentrifuge, max. 14000 x g) wurden die Zellen pelletiert und nach Ent-

fernen des Überstandes durch Zufügen von 700 µl eines Lysis-Puffers für Gesamtpro-

tein von Zellkulturen lysiert. 

Die Proteinkonzentrationen der Lysate wurden photometrisch als Doppelwerte mit dem 

Bio-Rad DC Protein Assay bestimmt, welcher auf dem Prinzip der Lowry-Methode105 

die Messung SDS-haltiger Proben ermöglicht (s. 3.4.5.2.).  

Zusätzlich wurde die DNA-Konzentration der Proben fluoreszenzphotometrisch, eben-

falls als Doppelwert, mit dem Hoechst 33258 Fluorochrom (siehe 3.5.) gemessen. Als 

Standards dienten dabei Proben von Lachs-Sperma-DNA bekannter Konzentration. Die 

DNA-Konzentration wurde als Maß für die Zahl der in den Proben enthaltenen Zellen 

angesehen, da durch das im Medium stets enthaltenen Bromodesoxyuridin (BrdU) eine 

DNA-Vermehrung bzw. eine Proliferation von Zellen (und Bakterien) unterbunden 

worden war. 

Zur Auswertung wurde der Quotient aus den gemittelten Protein- und DNA-Konzentra-

tionen (Protein/DNA) jeder Probe berechnet. Dieser stellte eine von der eingegangenen 

Zellzahl unabhängige Proteinkonzentration jeder Probe dar. Das Wachstum der Zellen 

wurde in Prozent als Quotient der Protein/DNA-Verhältnisse von stimulierten zu nicht 

stimulierten Zellen für jede Inkubationsdauer berechnet. In der Tabellenkalkulation 

Microsoft Excel wurde das Wachstum von TG- im Vergleich zu SD-Kardiomyozyten 

tabellarisch dargestellt. 

3.2.2. Bestimmung des Einbaus von 3H-Leuzin als Maß für  Proteinsynthese 

Am 3. Tag nach Präparation der Kardiomyozyten-Kulturen wurde das „Hungermedium“ 

MEM/TI (s.o.) abgenommen und, nach Waschen mit PBS, gegen frisches MEM/TI er-

setzt, welches zusätzlich entweder 2 Vol% FCS, 2 µmol/L Norepinephrin (NE), 50 

ng/ml Platelet Derived Growth Factor BB (PDGFBB) oder keinen Wachstumsstimulus 
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enthielt. Dazu wurden für jeden Stimulus und für die unstimulierten Kontrollzellen für 

jede der festgelegten Inkubationszeiten 24h und 36h je zwei Schälchen auf einem 6-

Well von transgenen (TG-) Kardiomyozyten und Wildtyp (Sparague Dawley = SD) -

Kardiomyozyten verwendet. 

Vier Stunden vor Ablauf der jeweiligen Inkubationszeit wurde das Medium wieder ent-

fernt und nach erneutem Waschen mit PBS gegen ein gleichartiges Medium ersetzt, 

welchem zuvor Tritium-markiertes Leuzin in einer Endaktivität von 2,5 µCi/ml Medium 

zugesetzt worden war. Für die restlichen vier Stunden der Wachstumsstimulation 

verblieben die Zellen in diesem Medium.  

Danach wurde das Medium entfernt, die Schälchen zwei Mal mit PBS gewaschen, die 

Zellen mit 750 µl 1% w/v (Gewicht/Volumen = 1g/100ml) SDS lysiert und in 2 ml Ep-

pendorf-Caps überführt. Sodann wurden die DNA-Konzentrationen der Proben als 

Doppelwerte mit dem Hoechst 33258 Fluorochrom (siehe 3.5.) bestimmt.  

Zum Rest der Proben (ca. 730 µl) wurden 500 µl 10% Trichloressigsäure (TCA) zuge-

fügt und die enthaltenen Proteine für 30 min bei Raumtemperatur gefällt, welche an-

schließend durch 10-minütiges Zentrifugieren (Eppendorf-Zentrifuge, 14000 x g) pelle-

tiert wurden. Die Überstände, welche das nicht in Protein eingebaute 3H-Leuzin ent-

hielten, wurden verworfen, während die Pellets nach zweimaligem Waschen mit 10% 

TCA in jeweils 750 µl 1% w/v SDS wieder aufgelöst wurden. Nach Überführung der 

Lösungen in Counter-Röhrchen und Zusetzen von jeweils 5 ml Szintillationsflüssigkeit 

konnte die enthaltene Radioaktivität in einem β-Counter quantitativ in counts per mi-

nute (CPM) gemessen werden (Zählzeit: 10 min/Probe an drei verschiedenen Meß-

punkten). 

Zur Auswertung wurde der Quotient aus den gemessenen CPM und gemittelten DNA-

Konzentrationen (CPM/DNA) jeder Probe berechnet. Dieser stellte ein von der einge-

gangenen Zellzahl unabhängiges Maß für die Proteinsynthese der Kardiomyozyten jeder 

Probe dar. Die Synthesesteigerung der Zellen wurde in Prozent als Quotient der 

CPM/DNA-Verhältnisse von stimulierten zu nicht stimulierten Zellen für jede Inkuba-

tionsdauer berechnet. In der Tabellenkalkulation Microsoft Excel wurde die Zunahme 

der Proteinsynthese von TG- im Vergleich zu SD-Kardiomyozyten graphisch als Säu-

lendiagramme dargestellt. 
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3.3. Immunfluoreszenz 

Die hier verwendeten Antikörper wurden alle von den im Anhang angegebenen Her-

stellern bezogen. Lediglich die beiden polyklonalen Anti-PMCA-Antikörper (2A und 

4N) wurden unserem Labor freundlicherweise von Dr. D. Guerini (ETH Zürich, 

Schweiz) überlassen. 

3.3.1. Dreifachimmunfluoreszenz mit Färbung von Troponin, Aktin und Kernen 

Kulturen von TG- und SD-Kardiomyozyten, welche zu diesem Zweck auf Glas-Objekt-

trägern in 24-Well-Kulturschalen ausgesät worden waren, wurden ab dem 3. Tag nach 

der Präparation für weitere 24 h in MEM/TI inkubiert, welches entweder 2 Vol% FCS, 

20 µM NE oder keinen Wachstumsstimulus enthielt. Danach wurden die Zellen mit 

PBS gewaschen und bei Raumtemperatur für 30 Minuten in 2% w/v Paraformaldehyd 

(PFA) fixiert.  

Nach erneutem Waschen mit PBS wurde für weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur 

Blockierlösung für Immunfluoreszenz auf die Zellen gegeben, um unspezifische Bin-

dungen zu unterdrücken. Absaugen der Blockierlösung und Waschen mit PBS folgten, 

bevor ein monoklonaler Maus-Anti-Troponin-T-Antikörper in einer Verdünnung von 

1:400 in PBS zugegeben wurde. Auf jeweils 2 Wells von TG- und SD-Kardiomyozyten 

wurde als Negativ- und Spezifitätskontrolle nur PBS (ohne Antikörper) gegeben. Die 

Inkubation mit dem Primärantikörper wurde bei 4°C über Nacht durchgeführt. Am 

nächsten Tag wurde der Primärantikörper entfernt, erneut mit PBS gewaschen und die 

Zellen bei Raumtemperatur, im Dunkeln (zur Vermeidung des Ausbleichens der Farb-

stoffe) für eine Stunde in PBS mit 1:2000 4,6-Diamidino-2-Phenylindol-Lösung (DAPI; 

Kernfärbung), 166 nmol/l Phalloidin (Aktinfilamentfärbung) und 1:500 Cy2-markiertem 

Ziegen-Anti-Maus-Antikörper inkubiert. Die Wells für die Negativkontrollen wurden 

dabei zum einen nur mit dem markierten Anti-Maus-Antikörper (in PBS) und zum an-

deren mit PBS ohne jegliche fluoreszierende Substanz inkubiert.  

Nach Entfernung der Fluoreszenzfarbstoffe und 5-maligem Waschen der Zellen mit 

PBS wurden die Glas-Slides in Mowiol auf Glasobjektträgern eingedeckt und die Rän-

der der Slides mit klarem Nagellack versiegelt um die Austrocknung zu verhindern. 

Anschließend konnten die Präparate unter einem Zeiss-Fluoreszenz-Mikroskop ausge-

wertet werden. Dabei wurden folgende Anregungswellenlängen für die einzelnen Fluo-
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reszenzfarbstoffe verwendet: DAPI – 350 nm; Phalloidin – 596 nm; Cy2: 490 nm. Aus-

wertungskriterien waren Form und Größe der Zellen im Vergleich von stimulierten zu 

nicht stimulierten Zellen und im Vergleich von SD- zu TG-Kardiomyozyten. Außerdem 

konnte die Kontamination der Kardiomyozyten-Kulturen durch Nicht-Kardiomyozyten 

anhand der Troponin-T-Färbung überprüft werden. Die Ergebnisse wurden durch bei-

spielhafte Fotoaufnahmen dokumentiert. 

3.3.2. Doppelimmunfluoreszenz mit Färbung von Caveolin-3 und PMCA 

Die Vorbereitung der Zellen wurde bis zur Entfernung der Blockierlösung wie unter 

3.3.1. beschrieben durchgeführt. Ebenfalls über Nacht bei 4°C erfolgte die gleichzeitige 

Inkubation mit den  beiden Primärantikörpern:  monoklonaler Maus-Anti-Caveolin-3-

Antikörper (1:500) und polyklonaler Kaninchen-Anti-PMCA-Antikörper (1:500) in 

PBS. Als Negativkontrollen wurden jeweils 4 Wells von TG- und SD-Kardiomyozyten 

verwendet, von denen je 1 Well nur mit dem Anti-Caveolin-3-Antikörper, je 1 Well nur 

mit dem Anti-PMCA-Antikörper und je 2 Wells nur mit PBS inkubiert wurden. Nach 

Entfernung der Primärantikörper-Lösung und Waschen mit PBS erfolgte die gemein-

same Inkubation mit den fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörpern Cy2-konjugierter 

Ziegen-Anti-Maus-Antikörper  (1:250) und Texas-Red-konjugierter Maus-Anti-Kanin-

chen-Antikörper (1:500) in PBS. Nach Art einer Kreuzprobe wurden die Wells für die 

Negativkontrolle, die mit einem Maus-Primärantikörper inkubiert worden waren, nun 

mit dem Anti-Kaninchen-Sekundärantikörper, die mit dem Kaninchen-Primärantikörper 

mit dem Anti-Maus-Sekundärantikörper inkubiert. Die beiden Wells ohne Primäranti-

körper wurden jeweils mit einem der beiden Sekundärantikörper versehen. Nach einer 

Stunde bei Dunkelheit und 4°C wurden die Antikörper wieder entfernt, mit PBS gewa-

schen und die Präparate wie unter 3.3.2. beschrieben eingedeckt und versiegelt. 

Die Auswertung erfolgte an einem Bio-Rad-Zeiss-Konfokal-Mikroskop. Dabei wurden 

Bilder mit den Anregungswellenlängen 490 nm für Cy2 und 596 nm für Texas-Red auf-

genommen, welche mit der zugehörigen “Laser-Sharp-Software“ der Fa. Bio-Rad addi-

tiv überlagert wurden. Die Orte der Kolokalisation von Caveolin-3 und PMCA konnten 

so durch die Entstehung einer gelben Färbung identifiziert werden. Zur Dokumentation 

wurden beispielhafte Ausschnitte ausgedruckt. 
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3.4. Protein 

3.4.1. Präparation gereinigter Plasmamembranen aus Herzen 5 Tage alter Ratten 

(Sarkolemma-Präparation, SL-Präparation) 

Alle Arbeitsschritte dieser Präparation wurden auf Eis durchgeführt. Sämtliche Puffer 

und Lösungen wurden vor Gebrauch im Eiswasser gekühlt.  

Die Herzen von 5 Tage alten Sprague-Dawley-Ratten (SD-Ratten), bzw. hPMCA4CI-

transgenen Ratten64 wurden durch Dekapitation und Thorakotomie entfernt, kurz in 

physiologischer Kochsalzlösung ausgespült und in flüssigem Stickstoff tiefgefroren. 

Jeweils ca. 40 dieser Herzen wurden mit dem etwa fünffachen Volumen Puffer 1 für 

SL-Präparation überschichtet, in einem Ultra-Turrax-Tissue-Grinder zerkleinert und an-

schließend in einem Glashomogenisator zerrieben. Nach 5-minütigem Zentrifugieren 

(Festwinkelrotor, 500 x g, 4°C) wurde der Überstand abgenommen und für 30 Minuten 

bei 12000 x g, 4°C zentrifugiert, während das Pellet verworfen wurde. Der Überstand 

der Zentrifugation wurde abgenommen und mit Puffer 2 für SL-Präparation auf das 2,5-

fache Volumen aufgefüllt. Zu diesem Gemisch wurde anschließend das 3-fache  Volu-

men Puffer 3 für SL-Präparation zugegeben. Die so entstandene Lösung enthielt neben 

den Zellproteinen 247,5 mmol/l Sucrose, 1 mmol/l Imidazole, 114 mmol/l NaCl, 28,5 

mmol/l MOPS, 81,25 µmol/l PMSF und jeweils 1 mg/ml Leupeptin, Aprotinin und 

Pepstatin. Daraufhin wurde die Lösung auf die Röhrchen einer Ultrazentrifuge verteilt 

und 90 Minuten bei 160000 x g in einem Ausschwingrotor zentrifugiert. Der Überstand 

wurde verworfen und die Pellets (welche nun die gereinigten Plasmamembranen ent-

hielten) wurden in einer möglichst geringen Menge Puffer 4 für SL-Präparation re-

suspendiert. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration mit dem Bio-Rad Protein As-

say wurden die Proben bis zur Verwendung bei –80°C gelagert.  

3.4.2. Detergenzextraktion von Proteinen aus gereinigten Plasmamembranen 

(Methode nach Schnitzer et al. 1995143) 

Gereinigte Plasmamembranen (s. 3.4.1.) von 5 Tage alten SD-Ratten (ca. 100 µg Pro-

tein pro Probe) wurden nach Zusetzen eines Lysis-Puffers für Detergenzextraktion, wel-

cher entweder 1% w/v SDS, 60 mmol/l β-D-Glucopyranosid (βOG), 2 Vol% Triton X-

100 oder 1,5% w/v Digitonin enthielt, für 1 Stunde bei 4°C unter leichtem Schütteln ly-

siert. Durch einstündige Zentrifugation bei 14000 x g und 4°C wurden die gelösten und 
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ungelösten Bestandteile der Membranen separiert. Überstände und Pellets wurden von-

einander getrennt und die Überstände in SDS-haltigem Lysis-Puffer für Detergenzex-

traktion aufgelöst. Nach Bestimmung der Proteinkonzentrationen der Proben mit dem 

Bio-Rad-DC-Proteinessay (s. 3.4.5.2.) wurden gleiche Mengen Protein im Western-Blot 

(s. 3.4.6.) auf das Vorhandensein von PMCA und Caveolin-3 überprüft. 

3.4.3. Präparation Caveolae-reicher Membranen aus sarkolemmalen Membranen 

(Methode nach Song et al. 1996155) 

Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis und unter Verwendung eiskalter Puffer und Lösun-

gen durchgeführt. 

Gereinigte Plasmamembranen (s. 3.4.1.) von 5 Tage alten SD-Ratten (ca. 1,2 mg Pro-

tein) wurden mit 500 mmol/l Natriumcarbonat, pH 11, auf 2 ml Gesamtvolumen aufge-

füllt. Durch Ultraschallbehandlung mit einem Ultraschallstab (5 Stöße à 20 Sekunden, 

25 kJ) wurden die Membranen zerkleinert und anschließend mit 2 ml Sucrose 90 für 

Caveolae-Präparation auf eine Gesamtkonzentration von 45% w/v Sucrose, 25mmol/l 

MES, 150 mmol/l NaCl gebracht. Das Gemisch wurde am Boden eines 12 ml Röhr-

chens für die Ultrazentrifuge platziert und durch Überschichtung mit je 4 ml Sucrose 35 

und Sucrose 5 für Caveolae-Präparation ein diskontinuierlicher 5-35-45% Sucrosegra-

dient erstellt. Anschließend wurden die Membranstücke durch 20-stündiges Zentrifugie-

ren im Ausschwingrotor bei 160000 x g, 4°C aufgetrennt. 12 Fraktionen à 1 ml wurden 

von oben beginnend abgenommen und deren Proteinkonzentration mit dem Bio-Rad 

Proteinessay (s. 3.4.5.1.) bestimmt. Daraus wurde der prozentuale Anteil jeder Fraktion 

an der Gesamtmenge des eingesetzten Proteins berechnet. Sodann wurde eine konstante 

Menge Protein aus jeder Fraktion im Western-Blot (s. 3.4.6.) auf das Vorliegen von 

PMCA und Caveolin-3 untersucht und dem Anteil am Gesamtprotein gegenübergestellt. 

3.4.4. Immunpräzipitation von Caveolin, PMCA und Dystrophin 

(Methode nach Lisanti et al. 1996155) 

Die hier verwendeten Antikörper wurden alle von den im Anhang angegebenen Her-

stellern bezogen. Lediglich die beiden polyklonalen Anti-PMCA-Antikörper (2A und 

4N) wurden unserem Labor freundlicherweise von Dr. D. Guerini (ETH Zürich, 

Schweiz) überlassen. 
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Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis und unter Verwendung eiskalter Puffer und Lösun-

gen durchgeführt. Pre-Clearing, Immunkomplexbildung und Bindung an Protein A fan-

den im Kühlraum bei 4°C statt. 

1,5 mg Protein aus gereinigten sarkolemmalen Membranen (s. 3.4.1.) von SD- und TG-

Ratten wurden im 6,5-fachen Volumen Immunpräzipitationspuffer (IP), welcher als 

Detergenz entweder 1 Vol% Triton X-100 und 60 mmol/l β-D-Glucopyranosid, 2% w/v 

CHAPS oder 2,5 % w/v Digitonin enthielt, für 15 Minuten im Ultraschallbad lysiert.  

Anschließend wurde durch Zugeben von 50 µl einer 1:1 ProteinA/Sepharose : PBS Sus-

pension (ProtA/S) und 1-stündiges Mischen der Proben bei langsamer Umdrehung auf 

einem Rotary-Mixer ein Pre-Clearing durchgeführt, bei welchem unspezifisch an 

ProtA/S bindende Proteine aus der Lösung entfernt wurden. In einem Zentrifugations-

schritt (1 Stunde, 4°C, 14000 x g, Zentrifuge mit Festwinkelrotor) wurde das Lysat von 

ungelöstem Material und ProtA/S getrennt. Der Überstand wurde abgenommen und 

durch Bestimmung der Proteinkonzentration und Berechnung des Zielvolumens daraus, 

zur Standardisierung mit IP auf 1 mg Protein/ml verdünnt. Sodann wurde die Probe 

gleichmäßig auf 6 Ansätze verteilt.  

Zu diesen wurden 6 verschiedene Antikörper jeweils in einer Verdünnung von 1:125 

(=2µg Antikörper pro 1000 µg Protein) zugegeben: monoklonaler Maus-Anti-Caveolin-

3-Antikörper, polyklonaler Maus-Anti-Caveolin-3-Antikörper, monoklonaler Maus-

Anti-PMCA-Antikörper (“5F10“), polyklonaler Kaninchen-Anti-PMCA-Antikörper 

(2A-AK), monoklonaler Maus-Anti-Dystrophin-Antikörper und monoklonaler Maus-

Anti-Östrogenrezeptor-Antikörper (als unspezifischer Antikörper). Als zusätzliche Ne-

gativkontrolle wurde ein 7. Ansatz hergestellt, welcher den 5F10-Ak und anstelle des 

Lysats nur IP enthielt. Zur Immunkomplexbildung wurden die 7 Proben bei langsamer 

Umdrehung 7 Stunden auf dem Rotary-Mixer gemischt. Anschließend wurde jeder 

Probe das 0,5-fache Volumen ProteinA/S zugesetzt und über Nacht erneut bei langsa-

mer Umdrehung auf dem Rotary-Mixer gemischt. Während dieses Schrittes sollten die 

Immunkomplexe an den Fc-Rezeptor des Protein A binden. Durch Puls-Zentrifugation 

(5 Sekunden, 14000 U/min) wurden die ProtA/S-Kügelchen pelletiert. Der Überstand 

wurde verworfen und das Pellet 3 Mal mit PBS gewaschen.  

Durch Resuspendieren der Pellets in 40 µl Puffer 4 für SL-Präparation (s. 3.4.1.) und 40 

µl 3-fach Sample-Puffer für Western-Blot (s. 3.4.6.) und anschließendem Erhitzen der 
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Proben (10 min, 95°C) wurden die Antikörper-Protein-A- und Immunkomplex-Bindun-

gen wieder gelöst. Nach erneuter Puls-Zentrifugation wurden die Überstände abge-

nommen und direkt im Western-Blot auf Vorhandensein von Caveolin-3 und PMCA 

überprüft. Dabei wurde pro Spur etwa die Hälfte eines Überstandes verwendet. 

3.4.5. Messung der Proteinkonzentration 

Beide genannten Methoden basieren auf der Methode nach Lowy105, welche auf der 

photometrischen Bestimmung der Farbreaktion zwischen dem Folin-Ciocalteu Phenol 

Reagenz mit Tyrosyl-Resten des zu bestimmenden Proteins basiert. Der Einfachheit und 

leichteren Standardisierung wegen, wurden zwei Fertig-Kits von Bio-Rad verwendet, je 

nachdem welche Art von Proben gemessen werden sollte. 

3.4.5.1. Bio-Rad Protein Assay 

Die Proteinkonzentration der Proben, welche kein Detergenz enthielten (3.4.1. SL-Prä-

paration und 3.4.3. Caveolae-Präparation) wurden mit diesem Assay bestimmt. Die 

Proben wurden nach den Angaben des Herstellers (Bio-Rad) verarbeitet und bei 595 nm 

gegen einen Leer-Ansatz im Photometer gemessen. Dabei verwendete das Gerät eine 

vorher erstellte und gespeicherte Eichgerade mit BSA als Standard zur automatischen 

Berechnung der Konzentration aus der Extinktion nach dem Lambert-Beer-Gesetz (E = 

ε • c • d). 

3.4.5.2. Bio-Rad DC Protein Assay 

Diese Methode wurde für die Proben, welche SDS (bzw. Detergenzien) enthielten 

durchgeführt (3.2.1. Gesamtprotein aus Zellkultur, 3.4.2. Detergenzextraktion), da der 

„einfache“ Protein Assay nicht mit SDS kompatibel ist. Zur Messung solcher Proben 

stellt Bio-Rad einen Assay zur Verfügung, bei welchem durch ein zusätzliches Reagenz 

der störende Einfluss des SDS auf die Farbreaktion unterbunden wird. Die Proben wur-

den nach den Angaben des Herstellers verarbeitet und bei 750 nm gegen einen Leer-An-

satz im Photometer gemessen. Wiederum diente eine vorher erstellte und gespeicherte 

Eichgerade mit BSA als Standard zur automatischen Konzentrationsberechnung. 

 



3. Methoden 

 - 32 - 

3.4.6. Western-Blot-Analyse 

(Methode nach Laemmli 197091) 

Die Western-Blot-Analyse wurde zur semiquantitativen Auswertung der Versuche der 

Detergenzextraktion (3.4.2.), der Präparation Caveolae-reicher Membranen (3.4.3.) und 

zur qualitativen Auswertung der Immunpräzipitations-Versuche (3.4.4.) verwendet. Ziel 

war jeweils der gleichzeitige Nachweis von Caveolin-3 und PMCA in den untersuchten 

Proben. 

Bei der semiquantitativen Auswertung wurden jeweils gleiche Mengen Protein aus jeder 

Probe entnommen, mit Puffer 4 für SL-Präparation auf gleiche Volumina aufgefüllt und 

3-fach Sample-Puffer für Western-Blot im Verhältnis 3:1 zugegeben. Bei der qualitati-

ven Auswertung wurden jeweils gleiche Volumina aus den Immunpräzipitations-Proben 

direkt eingesetzt. In jedem Fall wurden die Proben vor der Elektrophorese für 5 Minu-

ten bei 95°C und anschließend für 20 Minuten bei 25°C vorinkubiert, um etwaige Pro-

tein-Protein-Interaktionen zu lösen. 

Die so vorbereiteten Proben wurden auf 4-20% SDS-Polyacrylamid-Gele (Fertiggele 

der Fa. Bio-Rad) mit linearem Gradienten aufgetragen. Zusätzlich wurde auf jedem Gel 

jeweils 1 Bahn mit einem farbigen Protein-Größenstandard (prestained Kaleidoskop-

Marker) und einer Positivkontrolle (ca. 10-20 µg SL-Protein mit 3-fach Sample-Puffer 

im Verhältnis 3:1) beladen. Es folgte die SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-

PAGE) mit einer ca. 10-minutigen Einlaufphase bei 70V und einer individuell langen 

Trennphase bei 120V. Anhand der Laufdistanz des Markers und der Bromophenolblau-

Front wurde die Elektrophorese zu dem Zeitpunkt unterbrochen (nach ca. 90 Minuten), 

zu welchem eine optimale Auftrennung erreicht war. Anschließend wurden die Gele für 

30 Minuten in Transferpuffer für Western-Blot äquilibriert. 

Der Proteintransfer erfolgte auf eine PVDF-Membran, welche entsprechend den Her-

stelleranweisungen vorbereitet worden war (jeweils kurze Äquilibrierung in Methanol, 

Aqua dest. und Transferpuffer). Dazu wurden Sandwichs aus Whatman Filtern, Gelen, 

Membranen und wiederum Whatman Filtern geschichtet und in der Blotting-Kammer in 

Transferpuffer 18 Stunden bei einer konstanten Stromstärke von 100 mA geblottet. Zur 

Vermeidung einer Überhitzung wurde in die Kammer zusätzlich ein Kühlakku einge-

setzt. 
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Danach wurden die PVDF-Membranen 30 Minuten in 50% Methanol äquilibriert und 

zur groben Überprüfung des gelungenen Transfers für 2 Minuten in Ponceaurot-Lösung 

angefärbt. Nach einigen Waschvorgängen mit Aqua dest. konnten die unspezifisch ge-

färbten Proteinbanden und die Gleichmäßigkeit der Beladung der einzelnen Bahnen be-

urteilt werden. 

Um eine unspezifische Bindung der später eingesetzten Antikörper zu unterdrücken, 

wurden die Membranen anschließend 1 Stunde bei Raumtemperatur in Blockierlösung 

für Western-Blot auf einem Kipp-Shaker inkubiert. Danach wurden die Membranen 

unter Orientierung an den Markerbanden mit einem Skalpell ungefähr in einer Höhe von 

70-72 kDa geschnitten. 

Es folgte die 1-stündige Inkubation in der Primärantikörper Lösung, wobei bei den obe-

ren Anteilen der Membranen (Markerbanden 200–70 kDa) der monoklonale Anti-

PMCA-Antikörper, bei den unteren Anteilen (Markerbanden 70–7 kDa) der monoklo-

nale Anti-Caveolin-3-Antikörper (Verdünnung jeweils 1:1000) eingesetzt wurde. Auch 

dieser Schritt (wie auch die folgenden Schritte) wurde zur gleichmäßigen Inkubation auf 

einem Kipp-Shaker durchgeführt. Zur Entfernung nicht gebundener Antikörper schloss 

sich eine ca. 35-minütige Waschphase in Waschlösung 1 an, wobei die Waschlösung 5 

Mal gewechselt wurde. Wiederum für 1 Stunde erfolgte die Inkubation mit den Meer-

rettichperoxidase konjugierten Sekundärantikörpern. Auch hiernach erfolgten 2 jeweils 

15-minütige Waschphasen, zuerst mit Waschlösung 2, dann mit Waschlösung 1 für 

Western-Blot, wiederum mit 5-fachem Austauschen der Lösungen.  

Zum Schluss wurde mit den Membranen eine Chemilumineszenz-Reaktion durchge-

führt. Dazu wurde ein Fertig-Kit (ECL-Kit) nach den Anweisungen des Herstellers be-

nutzt. Den so behandelten Membranen wurden in einer Film-Kassette für verschiedene 

Zeiten Filme exponiert und anschließend maschinell entwickelt. Die sichtbaren Banden 

wurden anhand ihrer Stärke und in Bezug auf den Größenstandard und die Positiv- bzw. 

Negativkontrollen beurteilt. 

Um die Membranen erneut verwenden zu können (z.B. zur Inkubation mit anderen An-

tikörpern, Spezifitätskontrolle mit Sekundärantikörper, s.u., usw. ...) mussten sie ge-

strippt werden, ein Vorgang, bei welchem die gebundenen Antikörper entfernt werden, 

während die zu untersuchenden Proteine an den Membranen fixiert bleiben. Dazu wur-

den die Membranen 30 min bei 55°C in einem Hybridisierungs-Ofen bei langsamer 
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Umdrehung in Striplösung für Western-Blot inkubiert. Anschließend wurde die Striplö-

sung durch 30-minütiges Waschen in PBS (5-facher Austausch) für Western-Blot ent-

fernt. Zur Überprüfung des Strip-Erfolges wurden die Membranen der Chemilumines-

zenz-Reaktion (ECL-Kit) unterzogen. Ein Ausbleiben der Filmschwärzung wurde als 

vollständige Entfernung der Antikörper angesehen. 

Danach konnten die Membranen entweder mit anderen Primär- und Sekundärantikör-

pern oder als zusätzliche Spezifitätskontrolle nur mit dem zuvor verwendeten Sekundär-

antikörper inkubiert werden. Damit sollte eine unspezifische Bindung des Sekundäran-

tikörpers an die zu untersuchenden Proteine ausgeschlossen werden. Das Vorgehen war 

dabei wie bereits weiter oben beschrieben, mit der Ausnahme, dass die Inkubation mit 

dem Primärantikörper und die nachfolgenden Waschschritte in Waschlösung 1 über-

sprungen wurden. Ausreichende Spezifität wurde angenommen, wenn bei gleicher Ex-

positionsdauer der Membranen gegenüber dem Film bei der Spezifitätskontrolle keine 

Schwärzung der zuvor nachgewiesenen Proteinbanden auftrat. 

 

3.5. Konzentrationsbestimmung von DNA 

(Methode nach Cesarone et al. 197934) 

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration in den Proben der Wachstumsversuche (s. 

3.2.) als Maß für die eingegangene Zellzahl wurde eine Methode verwendet, welche auf 

der fluoreszenzphotometrischen Bestimmung der Bindung des Hoechst 33258 Fluoro-

chroms an DNA basiert. Dazu wurden jeweils 20 µl der Proben 1:100 mit SSC verdünnt 

und 1 ml Hoechst 33258 Fluorochrom in einer Konzentration von 1,5 µmol/l (in SSC) 

zugesetzt. Nach 15-minütiger Reaktionszeit wurde die 450 nm Emission in einem Fluo-

reszenzphotometer bei einer Exzitationswellenlänge von 360 nm gemessen. Zur Leer-

wertbestimmung wurde eine Probe ohne Zell-Lysat eingesetzt. Die Berechnung der 

Konzentration erfolgte automatisch durch das Gerät anhand einer vorher erstellten und 

gespeicherten Eichgerade aus bekannten Konzentrationen von Lachs-Sperma-DNA. 

 

3.6. Statistische Auswertung 

Die Ergebnisse der Wachstumsversuche (siehe 3.2.) wurden zusammengefasst, indem 

aus den prozentualen Wachstumssteigerungen für jede Inkubationsdauer der Mittelwert 
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gebildet und der dazu gehörige Standardfehler des Mittelwerts (SEM) berechnet wurde. 

Die Unterschiede zwischen den Ergebnissen für SD- und TG-Ratten wurden mit dem 

Student-T-Test (zweiseitig, eindimensional) auf Signifikanz überprüft. Dabei wurde 

eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p≤0,05 als signifikant angesehen. 

Sämtliche Berechnungen wurden mit der Tabellenkalkulation Microsoft Excel durchge-

führt. 
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4. Resultate 

4.1. Stimuliertes Wachstum 

Wie bereits in Kapitel 2 dargelegt, sollten im Rahmen dieser Arbeit Unterschiede zwi-

schen normalen Sprague-Dawley-Ratten (SD-Ratten) und transgenen (TG) Ratten, wel-

che die hPMCA4CI myokardspezifisch überexprimierten, aufgedeckt werden. Als Basis 

dafür diente ein Analogieschluss zu den Ergebnissen, die zuvor in unserem Labor bei 

Differenzierungsversuchen an normalen und hPMCA4CI-transgenen L6-Myoblasten 

erzielt worden waren63. 

Die Versuche stellten prinzipiell die Übertragung der Experimente an L6-Zellen auf ein 

Modell mit Kardiomyozyten dar. Dabei wurde jedoch nicht die Aktivität der Kreatin-

phosphokinase (als Differenzierungsmarker) gemessen, da dieses Enzym keinen geeig-

neten Differenzierungsparameter im Myokard darstellt und diese Zellen bereits diffe-

renziert sind. Statt dessen wurden zwei Wachstumsparameter gemessen (Einbaurate von 

radioaktiv markiertem Leuzin als Maß für die Proteinsynthese und Zunahme des Ge-

samtproteins), welche als Maß für Zellwachstum und –hypertrophie angesehen wurden. 

Dabei wurde erwartet, mit der Methode des 3H-Leuzin-Einbaus, größere Unterschiede 

beobachten zu können, da hierbei nicht ein kumulativer Effekt vor dem großen Hinter-

grund des Gesamtzellproteins (wie in 4.1.2.), sondern ein dynamischer Prozess be-

stimmt wurde, der aus mathematischer Sicht etwa der Steigung (1. Ableitung) der 

„Wachstumskurve“ aus Tabelle 5 (siehe 4.1.2.) entsprechen sollte. Die Resultate, wel-

che mit der Methode der Gesamtproteinmessung erzielt wurden, sollten somit als Be-

stätigung der Phänomene dienen, die bei der Messung der Proteinsynthese gesehen 

wurden.   

Da sowohl der 3H-Leuzin-Einbau als auch die Gesamtproteinkonzentration jeweils auch 

von der Zellzahl abhängig waren, musste noch ein zweiter Parameter bestimmt werden, 

welcher die Zellzahl erfasste. Hierzu wurde der DNA-Gehalt der Proben bestimmt, da 

durch das stets im Medium enthaltene Basenanalogon Bromodesoxyuridin (BrdU) eine 

DNA-Vermehrung und Zellteilung (v.a. der Nicht-Kardiomyozyten) ausgeschlossen 

wurde und die DNA-Menge somit proportional zur Zellzahl sein sollte. Als 

Wachstumsstimulanzien dienten “klassische“ hypertrophe Stimuli, wie sie in der Lite-
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ratur beschrieben worden waren. Dabei wurde sowohl ein pluripontenter Stimulus (2 

Vol% fetales Kälberserum, FCS), als auch andere Stimuli (2 µmol/l Noradrenalin, NE 

und 50 ng/ml Platelet Derived Growth Factor BB, PDGFBB) ausgewählt (siehe Kapitel 

1.4.), deren Signaltransduktion zumindest teilweise aufgeklärt ist177, bzw. für welche 

bereits Vorstellungen über die zelluläre Lokalisation ihres Rezeptor-Moleküls existie-

ren102.  

4.1.1. Bestimmung des Einbaus von 3H-Leuzin als Maß für Proteinsynthese 

Insgesamt wurden 5 unabhängige Versuche mit FCS, 1 Versuch mit PDGFBB und 2 

unabhängige Versuche mit NE (Noradrenalin) durchgeführt. 

  

Abbildung 5 A-C: Zunahme des 3H-Leuzin-Einbaus von normalen (SD) und transge-
nen (TG) Kardiomyozyten unter Stimulation mit 2 Vol% FCS (A, n=5), 50 ng/ml 
PDGFBB (B, n=1) und 2µmol/l NE (C, n=2) in Bezug auf unstimulierte Kontrollzellen 
nach den zwei Zeitpunkten 24h und 36h. Die einzelnen Balken stellen jeweils das Ver-
hältnis des 3H-Leuzin-Einbau/DNA-Quotienten der stimulierten Zellen im Bezug zum 
3H-Leuzin-Einbau/DNA-Quotienten der unstimulierten Kontrollzellen in Prozent dar 
(Prozent von Kontrolle). Die eingezeichneten Fehlerindikatoren repräsentieren den 
Standardfehler des Mittelwertes (SEM), der aus den Prozentwerten der Einzelversuche 
für jeden Zeitpunkt berechnet wurde. Der Student-T-Test ergab bei Stimulation mit FCS 
nach 36h einen signifikanten (* p≤≤≤≤0,05) Unterschied zwischen SD- und TG-Kardio-
myozyten. 
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Es zeigte sich, dass alle drei Stimuli den Einbau von 3H-Leuzin steigern konnten (siehe 

Abbildung 5). Dabei wurde eine Erhöhung um bis zu 299% (TG nach 36 h mit FCS) 

gegenüber den Kontrollen erreicht. Demgegenüber zeigte NE eine maximale Steigerung 

um 141% (TG nach 36 h) und PDGFBB „nur“ um 117% (SD nach 24 h). 

Wichtigste Beobachtung war jedoch, dass die TG-Kardiomyozyten im Vergleich zu SD-

Kardiomyozyten wesentlich stärker auf mindestens zwei der drei Stimuli reagierten 

(siehe Abbildung 5). So war die Zunahme der Proteinsynthese der TG bei Stimulation 

mit FCS nach 24 h um den Faktor 4,6 (TG: 114±57%; SD: 25±15%), nach 36 h um den 

Faktor 4,7 (TG: 299±82%; SD: 64±22%) größer, als die der SD-Kardiomyozyten. Mit 

NE war der Zuwachs bei TG nach 24 h 2,3-fach (TG: 9±3%; SD: 4±17%), nach 36 h 

8,8-fach (TG: 141±82%; SD: 16±41%) größer als bei SD. Die Stimulation mit 

PDGFBB zeigte kein eindeutiges Ergebnis: nach 24 h war die Proteinsynthese der SD- 

deutlich gegenüber den TG-Kardiomyozyten erhöht (TG: 25%; SD: 117%), nach 36 h 

herrschten umgekehrte Verhältnisse (TG: 42%; SD: -7%).  

Die statistische Auswertung mit dem Student-T-Test ergab bei der Stimulation mit FCS 

nach 36 h einen signifikanten (p≤0,05) Unterschied zwischen TG und SD. 

4.1.2. Bestimmung der Zunahme des Gesamtproteins als Maß für Zellwachstum 

Insgesamt wurden 3 unabhängige Versuche mit FCS, 2 unabhängige Versuche mit 

PDGFBB und 1 Versuch mit NE durchgeführt. 

Es zeigte sich sowohl bei TG- als auch SD-Kardiomyozyten bei allen drei verwendeten 

Stimuli eine Zunahme des (Gesamt-)Protein/DNA-Verhältnisses, bezogen auf die un-

stimulierten Kontrollzellen (ab hier kurz als „Wachstum“ bezeichnet). Dabei verur-

sachte FCS den stärksten, PDGFBB einen mittleren und NE den geringsten Anstieg: 

maximal +54% mit FCS, maximal +47% mit PDGFBB, maximal + 30% mit NE, je-

weils nach 39 h bei TG-Kardiomyozyten. Im zeitlichen Verlauf konnte bei FCS und 

PDGFBB sowohl mit TG- als auch mit SD-Kardiomyozyten ein Maximum des 

„Wachstums“ nach 39 h beobachtet werden, während die Werte nach 48 h wieder ab-

fielen. Ein gleichartiger Verlauf konnte auch bei TG-Kardiomyozyten beobachtet wer-

den, welche mit NE stimuliert worden waren, während in diesem Fall die SD-Kardio-

myozyten erst nach 48 h ihr Maximum erreicht hatten (siehe Tabelle 5). 
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Die auffälligste und möglicherweise wichtigste Beobachtung war jedoch auch hier, dass 

die TG-Kardiomyozyten bei allen drei Stimuli eine größere Bereitschaft zum „Wachs-

tum“ zeigten, als SD-Kardiomyozyten. So lag das „Wachstum“ mit FCS bis 39 h von 

TG um den Faktor 1,5 höher als bei SD (TG: 54±16% Zunahme von Protein/DNA ge-

genüber unstimuliert; SD: 36±19% Zunahme), bis zu den Zeitpunkten 15 h und 24 h so-

gar um den Faktor 2,25 (TG: 27±4%; SD: 12±5%) und 1,6 (TG: 24±3%; SD: 15±16%). 

PDGFBB vermochte das „Wachstum“ von TG bis 39 h um den Faktor 2,14 (TG: 

47±6%; SD: 22±17%), NE um den Faktor 3,0 (TG: 10%; SD: 30%) gegenüber SD zu 

steigern (siehe Tabelle 5).  

A FCS (n = 3) 
Zeit [h] SD [%] ± SEM TG [%] ± SEM 

15 112 ± 5 127 ± 4 
24 115 ± 16 124 ± 3 
39 136 ± 18 154 ± 16 
48 117 ± 13 143 ± 8 

        
B PDGFBB (n = 2) 

Zeit [h] SD [%] ± SEM TG [%] ± SEM 
15 120 ± 6 113 ± 15 
24 101 ± 3 104 ± 6 
39 122 ± 16 147 ± 6 
48 105 ± 2 137 ± 8 

        
 C NE (n = 1) 

Zeit [h] SD [%] TG [%] 
15 102 106 
24 95 110 
39 110 130 
48 124 116 

 
Tabelle 5: Zunahme des Protein/DNA-Quotienten von normalen (SD) und transgenen 
(TG) Kardiomyozyten unter Stimulation mit 2 Vol% FCS (A, n=3), 50 ng/ml 
PDGFBB (B, n=2) und 2 µmol/l NE (C, n=1) in Bezug auf unstimulierte Kontrollzel-
len nach den vier Zeitpunkten 15h, 24h, 39h und 48h. Die einzelnen Werte stellen je-
weils das Verhältnis des Protein/DNA-Quotienten der stimulierten Zellen im Bezug 
zum Protein/DNA-Quotienten der unstimulierten Kontrollzellen in Prozent dar (Pro-
zent von Kontrolle). Der angegebene Standardfehler des Mittelwertes (SEM) wurde 
aus den Prozentwerten der Einzelversuche für jeden Zeitpunkt berechnet. 
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4.2. Dreifachimmunfluoreszenz mit Färbung von Troponin, Aktin und 

Kernen 

Die Ergebnisse aus 4.1.1. und 4.1.2. zeigten das Phänomen einer erhöhten Wachstums-

bereitschaft bei TG-Kardiomyozyten. Als nächstes sollte untersucht werden, ob dieses 

mit auffälligen morphologischen Unterschieden zwischen den transgenen und normalen 

Zellen einherging. Dazu wurde eine relativ einfache fluoreszenzmikroskopische Me-

thode herangezogen, bei welcher Troponin T, Aktin und Kerne angefärbt wurden. Zur 

Darstellung der Veränderungen durch Wachstumsstimulation wurde ein Teil der Zellen 

für 24 h, wie in 4.1.1 und 4.1.2., mit 2 Vol% FCS oder 2 µmol/l NE inkubiert. Bei der 

Auswertung wurde vor allem auf Größe, Form und Querstreifung der Zellen geachtet. 

Hiermit sollten auffällige qualitative Unterschiede erfasst werden. Zusätzlich wurde die 

Kontamination der Zellkulturen durch Nicht-Kardiomyozyten (v.a. Fibroblasten) an-

hand der Abwesenheit von Troponin T in Nicht-Kardiomyozyten beurteilt. 

Generell zeigte sich eine Vergrößerung der Zellen nach 24-stündiger Stimulation, wel-

che auch mit einer Zunahme der Querstreifung einherging. Grobe qualitative Unter-

schiede in der Morphologie von TG- und SD-Kardiomyozyten wurden mit dieser Me-

thode nicht festgestellt. Der Anteil an Nicht-Kardiomyozyten in den Kulturen betrug in 

der Regel ≤10%. Dieses Ergebnis wurde vor allem bezüglich der Wachstumsversuche 

(siehe 4.1.) als wichtige Kontrolle gewertet, da dadurch bestätigt wurde, dass die ge-

messenen Wachstumsphänomene tatsächlich auf eine Reaktion der Kardiomyozyten zu-

rück zu führen waren und nicht auf einer Vermehrung, bzw. Vergrößerung der 

Fibroblasten. Die Negativkontrollen zeigten keine Färbung. 

In den Abbildungen 6.1. bis 6.3. sind beispielhafte Aufnahmen nach Stimulation mit 

FCS, NE oder ohne Stimulation dargestellt. 
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Abbildung 6.1a: Aufnahmen von 
transgenen (TG) Kardiomyozyten, 
welche 24 h lang ohne Wachstums-
stimulus in Kultur gewachsen waren. 
Abgebildet sind jeweils Färbungen für 
Troponin T (grün = Cy2-Farbstoff – 
links oben), Aktin (rot = Phalloidin – 
rechts oben) und für Kerne (hellblau = 
DAPI – links unten). Ursprüngliche 
Vergrößerung 630x. 
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Abbildung 6.1b: Aufnahmen von 
normalen (SD) Kardiomyozyten, wel-
che 24 h lang ohne Wachstumssti-
mulus in Kultur gewachsen waren. 
Abgebildet sind jeweils Färbungen für 
Troponin T (grün = Cy2-Farbstoff – 
links oben), Aktin (rot = Phalloidin – 
rechts oben) und für Kerne (hellblau = 
DAPI – links unten). Ursprüngliche 
Vergrößerung 630x. 
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Abbildung 6.2.: Aufnahmen von transgenen (TG - oberes Bild) und normalen (SD -
unteres Bild) Kardiomyozyten, welche 24 h lang mit 2 Vol% FCS stimuliert  worden
waren. Abgebildet ist jeweils eine Färbungen für Troponin T (Cy2-Farbstoff)
Ursprüngliche Vergrößerung 630x. 
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Abbildung 6.3.: Aufnahmen von transgenen (TG - oberes Bild) und normalen (SD -
unteres Bild) Kardiomyozyten, welche 24 h lang mit 2 µmol/l NE stimuliert  worden
waren. Abgebildet ist jeweils eine Färbungen für Troponin T (Cy2-Farbstoff)
Ursprüngliche Vergrößerung 630x. 
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4.3. Versuche zur Lokalisation der PMCA in Caveolae 

Die Ergebnisse aus den Wachstumsversuchen wiesen darauf hin, dass die PMCA weni-

ger bei der Kontraktion/Relaxation der Muskelzellen beteiligt ist, sondern eher in die 

Signaltransduktion wachstumsfördernder/hypertropher Stimuli integriert sein könnte.  

Da die subzelluläre Lokalisation eines Moleküls oftmals Hinweise auf seine Funktion 

gibt, sollte die genaue Lokalisation der PMCA in Kardiomyozyten untersucht werden. 

Aufgrund einer Veröffentlichung von Fujimoto50, in welcher die PMCA mit der Me-

thode der Immunogoldfärbung in Caveolae lokalisiert wurde, sollte zunächst dieses 

Kompartiment untersucht werden.  

Als Markerprotein für Caveolae wurde für Endothelzellen und die meisten anderen 

Zelltypen das Caveolin-1, für den Herz- und Skelettmuskel das Caveolin-3 beschrie-

ben4. Die folgenden Resultate zeigen mit verschiedenen Methoden die Kolokalisation 

von PMCA mit Caveolin-3.  

4.3.1. Detergenzextraktion von Proteinen aus gereinigten Plasmamembranen 

In zahlreichen Veröffentlichungen wurden Caveolae aufgrund ihrer besonderen Eigen-

schaften bei der Solubilisierung von Membranen mit verschiedenen Detergenzien defi-

niert (Zusammenfassung in Anderson 19984). So gilt z.B. die Resistenz der caveolären 

Membran gegenüber Triton X-100 bei 4°C als eine besonders charakteristische Eigen-

schaft, welche auch schon in früheren Arbeiten (Schnitzer et al. 1995)143 benutzt wurde, 

um untersuchte Strukturen in Caveolae zu lokalisieren. Mit der Methode der Detergenz-

extraktion (siehe 3.4.2.), welche anhand obiger Veröffentlichung in diesem Labor etab-

liert und auf die gegebene Problemstellung adaptiert wurde, sollte auf einfache Weise 

überprüft werden, ob die PMCA ähnliche Lösungseigenschaften wie Caveolin-3 besitzt. 

Als Detergenzien wurden 1% w/v (Gewicht/Volumen, 1% = 1g/100ml) SDS, 60 mmol/l 

β-Octylglucopyranosid (βOG), 1,5 Vol% Triton X-100 (TX100) und 1,25% w/v Digi-

tonin (Dig) benutzt. Gleiche Mengen Protein von, durch die Detergenzien aufgelöstem 

(Überstand/Supernatant – S) und nicht aufgelöstem (Pellet – P), SL-Material wurden im 

Western Blot auf Vorhandensein von PMCA und Caveolin-3 überprüft.  

Während durch Solubilisierung mit SDS die gesamten Membranen aufgelöst wurden, so 

dass bei der Trennung durch Zentrifugation kein Pellet auftauchte, zeigte sich, dass 

durch Verwendung der anderen drei Detergenzien unterschiedliche Mengen von Cave-
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olin-3 und PMCA in Lösung gebracht werden konnten. Im Vergleich der Banden für 

Caveolin-3 (jeweils zwischen Pellet und Überstand) für jedes Detergenz zeigte sich, 

dass TX100 die geringste, βOG eine mittlere und Digitonin die größte Menge dieses 

Strukturproteins in Lösung bringen konnte. Der Vergleich der Banden für die PMCA 

zeigte ein qualitativ gleiches Ergebnis, so dass ähnliche oder gleiche Lösungseigen-

schaften für die Membranabschnitte in welchen Caveolin-3 oder PMCA enthalten waren 

angenommen werden konnten. Insbesondere die weitgehende Unlöslichkeit gegenüber 

TX100 spricht somit für eine caveoläre Lokalisation der Pumpe. Dieser Versuch konnte 

insgesamt drei Mal mit gleichen Ergebnissen reproduziert werden. 
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Abbildung 7: Western-Blot von SL-Material aus neonatalen Herzen von SD-Ratten, 
welches der Solubilisierung durch die vier Detergenzien SDS, β-Octylglucopyranosid 
(ββββOG), Triton X-100 (TX100) und Digitonin (Dig) ausgesetzt worden war. Aufgetra-
gen sind gleiche Mengen (bezüglich Protein) der nach Solubilisierung und Zentrifuga-
tion entstehenden Pellets (P) und Überstände (S), mit Ausnahme von SDS, welches kein 
Pellet zurückließ. Gesucht wurde nach PMCA (140 kDa) und Caveolin-3 (18 kDa). 

4.3.2. Doppelimmunfluoreszenz mit Färbung von Caveolin-3 und PMCA 

Da die Resultate aus der Detergenzextraktion nur hinweisend und nicht beweisend für 

eine Lokalisation der PMCA in Caveolae des Herzmuskels waren, sollte noch mit min-

destens zwei weiteren unabhängigen Methoden dieser Nachweis geführt werden. Zu-

nächst wurde dazu eine optische Methode, ähnlich der von Chun et al. 199436, etabliert: 

Caveolin-3 und PMCA wurden in Kardiomyozyten mittels Immunfluoreszenz gleich-
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zeitig in zwei verschiedenen Farben (rot und grün) angefärbt. Von identischen Bildaus-

schnitten wurden jeweils Aufnahmen mit beiden Anregungswellenlängen für die Fluo-

reszenzfarbstoffe angefertigt und anschließend elektronisch additiv überlagert. Orte der 

Kolokalisation von PMCA und Caveolin-3 erschienen dann gelb. Um eine möglichst 

genaue Auflösung zu erreichen und um Überlagerungseffekte zu unterbinden, wurde ein 

Konfokal-Mikroskop verwendet, mit welchem Aufnahmen angefertigt werden können, 

die nur eine sehr dünne horizontale Schnittebene scharf abbilden. Zusätzlicher Vorteil 

des verwendeten Konfokal-Mikroskop war, dass die entstehenden Bilder nicht durch 

konventionelle Fotografie festgehalten, sondern direkt digitalisiert und in einen ange-

schlossenen Rechner eingespeist werden konnten. So kam es zu keinen Qualitätsver-

lusten durch sekundäres Scannen der Bilder. 

In den nicht überlagerten Einzelaufnahmen (siehe Abbildung 8 A) zeigte sich bei der 

Darstellung von Caveolin-3 eine feinkörnige Anfärbung der Kardiomyozyten 

(Fibroblasten zeigten erwartungsgemäß keine Färbung). Die leichte perinukleäre Beto-

nung der Färbung deckt sich mit der Annahme, dass Caveolae zwischen Golgi-Komplex 

und Plasmamembran “shutteln“ können21,97. Die Darstellung der PMCA (Abbildung 8 

B) wies ebenfalls eine feinkörnige Struktur mit perinukleärer Betonung auf. Im Overlay 

(Abbildung 8 C) konnte man anhand der Gelbfärbung viele Orte identifizieren, an denen 

PMCA und Caveolin-3 kolokalisiert waren. Die Negativkontrollen, welche zur Über-

prüfung der Spezifität der Färbung und der Kreuzreaktion der verwendeten Sekundär-

antikörper angesetzt worden waren (siehe 3.3.2.), zeigten keine Färbung (in Abbildung 

8 nicht dargestellt). Diese Ergebnisse wurden in 2 unabhängigen Versuchen in gleicher 

Weise reproduziert. 
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A 

B 

C 
 
Abbildung 8: Doppelimmunfluoreszenzfärbung von normalen SD-Kardiomyozyten für 
Caveolin-3 (A – grün / Cy2-Farbstoff) und PMCA (B – rot / Texas-Red). Im Overlay 
(C) werden Orte der Kolokalisation gelb sichtbar. Vergrößerung 800x. 
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4.3.3. Biochemische Präparation Caveolae-reicher Membranen aus sarkolemmalen 

Membranen 

Neben der optischen, sollte nun auch eine biochemische Methode angewandt werden, 

um die PMCA in Caveolae zu lokalisieren. Zu diesem Zweck wurde das Prinzip der 

Präparation von Caveolae-reichen Membranen über einen Dichtegradienten gewählt, 

welches als anerkannte Methode schon von einigen Labors aus der Caveolae-Forschung 

benutzt worden war, um Proteine in Caveolae zu lokalisieren: SL-Membranen werden 

nach mechanischer Zerkleinerung durch Ultraschall auf einem diskontinuierlichen 5%-

35%-45%-Sucrose-Gradienten in der Ultrazentrifuge aufgetrennt. Anschließend wird 

der Gradient in 12 gleich große (je 1 ml) Fraktionen aufgeteilt und gleiche Mengen 

Protein aus jeder Fraktion im Western-Blot auf Caveolin-3 und PMCA überprüft. Nach 

den Angaben aus der Literatur155 sollten sich die caveolären Membranen überwiegend 

in Fraktion 5 finden. 

Im Western-Blot zeigte sich eine Anreicherung von Caveolin-3 in den Fraktionen 5 bis 

9, mit einem Maximum in Fraktion 5. Die PMCA war ebenfalls in Fraktion 5 stark an-

gereichert, während sie in den anderen Fraktionen nicht nachgewiesen werden konnte. 

Die Berechnung der prozentualen Anteile jeder Fraktion an der gesamten Proteinmenge 

ergab, dass in Fraktion 5 nur 3,4% des eingesetzten Proteins enthalten waren, was zu-

sätzlich für eine starke und selektive Anreicherung caveolärer Membranen sprach, in 

welchen die PMCA ebenfalls lokalisiert war. Diese Resultate konnten in qualitativ glei-

cher Weise drei Mal reproduziert werden. 
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Fraktion Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
% Gesamtprotein 10.3 2.7 0.7 2.1 3.4 11.0 4.1 5.5 29.5 7.5 12.3 11.0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 SL
140 kDa

18 kDa

PMCA

Caveolin 3

Fraktion Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
10.3 2.7 0.7 2.1 3.4 11.0 4.1 5.5 29.5 7.5 12.3 11.0  

Abbildung 9: Western-Blot gleicher Mengen von Protein aus den 12 Fraktionen des 
Dichtegradienten mit Darstellung von PMCA (140 kDa) und Caveolin-3 (18 kDa). Als 
Positivkontrolle wurde eine zusätzliche Bahn mit Sarkolemma-Material (SL) beladen. 
Die darunter angeordnete Tabelle zeigt die Anteile jeder Fraktion am Gesamtprotein, 
welches auf dem Gradienten aufgetrennt wurde. 
 
4.3.4. Koimmunpräzipitation von Caveolin, PMCA und Dystrophin 

Neben der Kenntnis der zellulären Lokalisation der PMCA ist das Wissen von Interak-

tionspartnern des Enzyms für die Aufklärung von Funktion und Wirkmechanismen be-

deutsam. Eine Methode, welche sowohl Lokalisation als auch zumindest teilweise die 

Interaktion von Proteinen aufklären kann, ist die Koimmunpräzipitation. Die Koim-

munpräzipitation ist ein häufig angewandtes Verfahren bei der Aufklärung von Interak-

tionspartnern von löslichen zytosolischen Proteinen. Die Übertragung der Methode auf 

ein Transmembranprotein, wie die PMCA, warf einige Probleme auf. Zum einen muss-

ten Detergenzien eingesetzt werden, um die PMCA überhaupt in Lösung zu bringen, die 

aber auch die Protein-Protein-Wechselwirkungen zwischen der PMCA und möglichen 

Interaktionspartnern zerstören konnten. Es war auch unklar, ob der Einsatz eines Deter-

genz nicht vielleicht die Konformation der Epitope für die Antikörperbindung verändert 

und ob die zur Verfügung stehenden Antikörper überhaupt für die (Ko-) Immunpräzi-

pitation geeignet waren. In umfangreichen Versuchsreihen wurden alle kritischen Para-

meter, wie Art und Konzentration des Detergenz, verschiedene Antikörper und deren 

Konzentrationen und verschieden lange Präzipitationszeiten bei unterschiedlichen Tem-

peraturen getestet, um die Methode so zu optimieren, wie sie in 3.4.4. beschrieben ist. 

Digitonin in einer Konzentration von 2,5% w/v kristallisierte sich als bestes Detergenz 

heraus, da es einen relativ hohen Anteil der PMCA in Lösung bringen konnte (siehe 

auch 4.3.1. und Abbildung 7). Als präzipitierende Antikörper wurden zuletzt verwendet: 



4. Resultate 

 - 51 - 

3 unterschiedliche Anti-PMCA-Antikörper (ein monoklonaler: Klon 5F10 und zwei 

polyklonale: Klone 2A und 4N), 2 unterschiedliche Anti-Caveolin-3-Antikörper (je ein 

monoklonaler und ein polyklonaler) und ein monoklonaler Anti-Dystrophin-Antikörper, 

da die Lokalisation von Dystrophin in Caveolae des Skelettmuskels in der Literatur be-

schrieben worden war155. Als Negativ- und Spezifitätskontrollen wurden ein Präzipitati-

onsansatz mit einem Anti-Östrogen-Rezeptor-Antikörper (als unspezifischer Antikör-

per) und ein Ansatz mit dem 5F10-Antikörper aber ohne Zusatz von lysierten Membra-

nen verwendet. Als Positivkontrolle wurde eine Bahn im Western-Blot mit reinem SL-

Material beladen. Gesucht wurde dabei wieder nach PMCA und Caveolin-3. 

Caveolin-3 konnte ausschließlich in der Positivkontrolle und in den beiden Proben 

nachgewiesen werden, bei welchen Anti-Caveolin-3-Antikörper zur Präzipitation ver-

wendet worden waren. Mit anderen Antikörpern und auch erwartungsgemäß in den bei-

den Negativkontrollen wurde kein Caveolin-3 nachgewiesen.  Die PMCA tauchte nur in 

der Positivkontrolle und den Proben mit dem 5F10-Antikörper und dem Anti-

Dystrophin-Antikörper auf. Es zeigte sich somit, dass 1. sowohl Caveolin-3 als auch die 

PMCA unter den gewählten Bedingungen mit jeweils spezifischen Antikörpern (5F10, 

poly- und monoklonaler Anti-Caveolin-3-Antikörper) präzipitierbar sind, dass 2. diese 

Präzipitation aufgrund der eindeutig negativen Negativkontrollen spezifisch ist, und 

dass 3. bei der Präzipitation von Dystrophin die PMCA kopräzipitiert wird, was eine di-

rekte Interaktion zwischen beiden Proteinen vermuten lässt. Zusammen mit der Tatsa-

che, dass andere Arbeitsgruppen Dystrophin in Caveolae des Skelett-/Herzmuskels lo-

kalisiert hatten, unterstützt dieses Ergebnis ebenfalls die Hypothese der Lokalisation der 

PMCA in Caveolae. Diese Ergebnisse konnten 2 Mal in unabhängigen Experimenten 

reproduziert werden. 
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Abbildung 10: Immunpräzipitation von Digitonin-lysierten SL-Membranen aus 
PMCA-transgenen Herzen: Die Präzipitation erfolgte mit den in der obersten Zeile an-
gegebenen Antikörpern. Anschließend wurde das präzipitierte Material im Western-Blot 
auf das Vorhandensein von PMCA (mit dem monoklonalen Anti-PMCA-Ak “5F10“, 
Bande bei 140 kDa) und Caveolin-3 (mit dem monoklonalen Anti-Caveolin-3-Ak, 
Bande bei 18 kDa) getestet. Im einzelnen sind folgende Bahnen von links nach rechts 
aufgetragen: Positivkontrolle mit gereinigten Membranproteinen (SL), Bahn für Grö-
ßenstandard, 3 Bahnen von Präzipitationen mit Anti-PMCA-Aks (5F10, 2A und 4N), 
Präzipitation mit Anti-Dystrophin-Ak (Anti-Dystrophin), 2 Präzipitationen mit mono- 
und polyklonalem Anti-Caveolin-3-Ak und 2 Bahnen mit Negativkontrollen (Präzipi-
tation mit Anti-Östrogen-(E2)-Rezeptor-Ak und Präzipitation mit 5F10 ohne Lysat) 

 

 

4.4. Zusammenfassung der Ergebnisse 

Im Überblick konnten folgende Resultate erzielt werden: 

Wachstumsexperimente an Primärzellkulturen von hPMCA4CI-transgenen und norma-

len Kardiomyozyten zeigten eine erhöhte Wachstumsbereitschaft der PMCA-überex-

primierenden Zellen, welche auf einen starken Anstieg der Proteinsynthese in diesen 

Zellen zurückzuführen ist. Die Hypothese, dass die PMCA in den Caveolae der Mem-

branen des Herzmuskels lokalisiert sei, konnte durch vier unabhängige optische und 

biochemische Methoden erhärtet werden. Zusätzlich konnte eine Interaktion der PMCA 

mit Dystrophin, einem Caveolae-assoziierten Protein, entdeckt werden.  
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5. Diskussion 

5.1. Experimente an hPMCA4CI-transgenen Ratten 

Ziel der Experimente an Kardiomyozyten-Kulturen war die Beantwortung der Frage, ob 

in Analogie zu den Ergebnissen an myogenen L6-Zellen aus dem eigenen Labor63 eine 

PMCA-Überexpression ebenfalls die Wachstumsgeschwindigkeit zu beeinflussen ver-

mag. Zusätzlich sollte ein morphologischer Vergleich zwischen transgenen und Wild-

typ-Kardiomyozyten durchgeführt werden. 

Die angewandten Methoden waren zum Teil schon in der eigenen Arbeitsgruppe eta-

bliert und orientierten sich an allgemein anerkannten und mit früheren Veröffentlichun-

gen vergleichbaren Protokollen. So wurde z.B. die Methode der Primärkultur neonataler 

Kardiomyozyten mit anschließender Wachstumsstimulierung aus dem Labor von P. 

Simpson übernommen, der diese über einen langen Zeitraum entwickelt, evaluiert und 

mit ihr diverse Aspekte des hypertrophen Wachstums von Herzmuskelzellen unter dem 

Einfluss von Katecholaminen untersucht hatte151,152,153. Auch die anderen in diesem Zu-

sammenhang verwendeten Methoden, wie die Messung von Gesamtprotein, DNA, Ein-

baurate von 3H-Leuzin und die Fluoreszenzfärbung der Zellen, werden allgemein ange-

wandt und basieren zum Teil auf kommerziellen Fertig-Kits.  

 

Die morphologische Untersuchung der Zellen zeigte keine wesentlichen Unterschiede 

im Vergleich zwischen normalen und transgenen Kardiomyozyten. Dabei muss jedoch 

bedacht werden, dass die Fluoreszenzmikroskopie nur bedingt geeignet ist, solche Un-

terschiede aufzudecken. Dies liegt zum einen daran, dass bei der mikroskopischen Dar-

stellung nur eine zweidimensionale Betrachtung möglich ist und somit gerade bei der 

Abschätzung der Zellgröße ein wichtiger Messparameter verloren geht, zum anderen an 

der Schwierigkeit, einfache, objektive, mess- und standardisierbare Kriterien zu etablie-

ren, anhand derer die Morphologie von Zellen wissenschaftlich beurteilbar ist. Aus die-

sen Gründen wurde auf eine extensive Ausarbeitung der Immunfluoreszenzstudien mit 

entsprechendem zeitlichen und materiellen Aufwand verzichtet.  
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Die Resultate der Wachstumsversuche demonstrierten eine erhöhte Wachstumsbereit-

schaft der PMCA-überexprimierenden Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen, ge-

messen an der Einbaurate radioaktiv markierten Leuzins und bestätigt durch die Zu-

nahme des Gesamtproteins. FCS erwies sich dabei als stärkster Stimulus.  

 

Im Folgenden sollen nun die erzielten Resultate aus den Wachstumsexperimenten in ei-

nen Zusammenhang mit bereits veröffentlichten Arbeiten gesetzt werden, welche eben-

falls die Funktion der PMCA durch Überexpression in verschiedenen Zelltypen im Hin-

blick auf eine Modulation zellulären Wachstums und Differenzierung untersucht hatten. 

So führt z. B. die Überexpression der rPMCA-1CII in Endothelzellen aus Rattenaorta zu 

einer Verzögerung im Übergang der G1- zur S-Phase des Zellzyklus100, während die 

Überexpression derselben PMCA-Isoform in vaskulären glatten Muskelzellen deren 

signifikant verlangsamte Wachstumsrate69 bewirkte. Ein ähnliches Phänomen trat bei 

hPMCA-4CI-transfizierten CHO-Zellen (chinese hamster ovary cells) auf, bei denen 

ebenfalls eine Reduktion der Wachstumsgeschwindigkeit zu beobachten war60. 

Im Gegensatz zu den eben genannten Ergebnissen, welche den Zielparameter Wachs-

tum beobachteten, steht die bereits in der Einleitung beschriebene Arbeit aus dem eige-

nen Labor, in welcher die Überexpression der hPMCA4CI mit der beschleunigten Dif-

ferenzierung von Skelettmuskel-Myoblasten in Verbindung gebracht werden konnte63. 

In diesen Kontext passen auch die Resultate der Arbeitsgruppe um Brandt18, die einen 

anderen Weg, als den des "gain of function" Models beschritten hatte: Durch stabile 

Transfektion einer Phäochromozytom-Zelllinie mit einem PMCA-1 Antisense Kon-

strukt konnte die Expression des Enzyms verringert werden. Dabei wurde gezeigt, dass 

das NGF-induzierte Auswachsen von Neuriten, ein Phänomen, welches als Differenzie-

rungsmerkmal angesehen wird, in den transfizierten Zellen unterdrückt wurde. Dieser 

Ansatz war nötig, da es im Moment noch keine Substanz gibt, die in der Lage ist, die 

PMCA spezifisch zu hemmen, ohne dass davon auch andere Enzyme beeinträchtigt 

würden. 

Die Beeinflussung unterschiedlicher Phänomene, d.h. Differenzierung im Falle der 

Myoblasten und Phäochromozytomzellen einerseits und Wachstum am Beispiel der En-

dothelzellen der Rattenaorta und der Kardiomyozyten in der vorliegenden Arbeit ande-

rerseits, lässt sich durch die unterschiedlichen Zelltypen, aber auch durch die verschie-
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denen verwendeten PMCA-Isoformen erklären, die sich nicht nur hinsichtlich ihrer Ex-

pression in den einzelnen Geweben, sondern auch in Bezug auf ihre regulatorischen Ei-

genschaften unterscheiden. So enthält z.B. die von Liu et al.100 verwendete Isoform 

rPMCA-1CII das gesamte alternative Exon im C-terminalen Bereich, welches für einen 

Teil der Calmodulin-Bindungsregion kodiert. Dieses Exon fehlt in der Isoform 4CI, was 

sich in einer höheren Calmodulin-Bindungsaffinität zeigt. Auch in anderen Eigenschaf-

ten unterscheiden sich die einzelnen Isoformen, wie z.B. die cAMP-abhängige Phospho-

rylierung, die nur für die hPMCA-4CI gezeigt werden konnte160,43.  

 

Die zugrunde liegende Mechanismen, über welche die PMCA in die wachstumsregulie-

renden Signalkaskaden eingreift, sind weiterhin unklar. Ausgehend von der Funktion 

des Kalziumtransports könnte dies über eine Regulation der intrazellulären Kalzium-

konzentration ([Ca2+]i) erfolgen. Die bisher hierzu vorliegenden Ergebnisse sind jedoch 

nicht ganz eindeutig. Zwar konnte in einigen der oben angeführten Arbeiten, wie z.B. 

bei der Überexpression der PMCA in vaskulären glatten Muskelzellen69, genauso wie in 

den Arbeiten aus dem eigenen Labor an L6-Myoblasten63, eine (geringe) signifikante 

Absenkung der [Ca2+]i nachgewiesen werden, im Fall der PMCA-transgenen Ratten 

konnte dieser Nachweis in Kardiomyozyten nicht erbracht werden64. Dabei stellt sich je-

doch die Frage, ob die dazu benutzte Fura-2-Methode sensitiv genug ist, um auch gerin-

gere und subzellulär (d.h. auf einige Nanometer) begrenzte Veränderungen der Kalzi-

umkonzentrationen zu erfassen. 

Erfolgversprechender als Kalziummessungen erscheinen zur Aufdeckung der invol-

vierten Signaltransduktionswege somit Untersuchungen bezüglich der subzellulären 

Lokalisation der Pumpe und möglicher Interaktionspartner. Ersteres wurde beispiels-

weise von der Arbeitsgruppe um Fujimoto50 und auch in der eigenen Arbeit untersucht, 

wobei eine caveoläre Lokalisation der PMCA gezeigt werden konnte. Auch im Hinblick 

auf die Interaktionspartner konnten neue Erkenntnisse gewonnen werden. So zeigten 

weiterführende Arbeiten aus dem eigenen Labor, dass die PMCA4CI im Bereich des C-

Terminus mit einer definierten Domäne (PDZ-Domäne) der NO-Synthase I (NOS-I) 

interagiert und die NO-Produktion beeinflusst (persönliche Mitteilung von Dr. K. 

Schuh). Auf diese Ergebnisse wird in Kapitel 5.3. noch genauer eingegangen werden. 
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Zusammenfassend konnten die in den vorhergehenden Abschnitten zitierten Arbeiten 

zeigen, dass eine veränderte Expression der PMCA Wachstum und Differenzierung un-

terschiedlicher Zelltypen zu beeinflussen vermag. Die in dieser Arbeit erbrachten Er-

gebnisse zeigen dieses Phänomen zum ersten Mal auch an Kardiomyozyten und passen 

insofern gut in ein Gesamtkonzept, welches die PMCA nicht nur als reine Kalzium-

pumpe interpretiert, sondern dem Enzym eine definierte Funktion in der Steuerung zel-

lulärer Wachstums- und Differenzierungsprozesse zugesteht.  

5.2. Subzelluläre Lokalisation der PMCA 

Basierend auf dem Wissen um die Wichtigkeit der genauen subzellulären Lokalisation 

vieler Moleküle und auf Ergebnissen, die zeigen konnten, dass die PMCA im Myokard 

nur eine untergeordnete Rolle bei der Regulation des Kontraktions-/Relaxationszyklus 

spielt8 und auch deren Überexpression zu keinen messbaren Veränderungen der [Ca2+]i 

führt64, wurde folgende Arbeitshypothese aufgestellt: Die PMCA besitzt eine genau 

definierte subzelluläre Lokalisation in Kardiomyozyten und nimmt dort über die Steue-

rung der lokalen Kalziumkonzentration Einfluss auf die zelluläre Signaltransduktion. 

 

Als Kandidat für das zu untersuchende Zellkompartiment wurden die Caveolae ausge-

wählt. Maßgeblich hierfür war, dass von der Arbeitsgruppe um Fujimoto50 bereits Hin-

weise für die Lokalisation der PMCA in Caveolae erbracht worden waren. Allerdings 

enthält die dabei angewandte Methode der Immunogoldfärbung und elektronenmikro-

skopischen Darstellung vor allem durch die notwendige Fixation des Gewebes Arte-

faktmöglichkeiten, welche es sinnvoll erscheinen ließen, den Nachweis der caveolären 

Lokalisation der PMCA noch durch andere Methoden zu bestätigen.  

Ein weiterer Grund für die Auswahl der Caveolae als aussichtsreiches Zellkompartiment 

war, dass dort bereits eine große Anzahl von (z. T. Kalzium-sensitiven) Rezeptoren und 

Signaltransduktionsmolekülen lokalisiert worden waren, die Einfluss auf Wachstum und 

Differenzierung nehmen (siehe 1.5. und Tabelle 4).  

 

Da die biochemische Charakterisierung von Caveolae und assoziierter Proteine einen 

relativ neuen Zweig der Forschung darstellt, musste bei der Auswahl der Methoden 

großer Wert darauf gelegt werden, dass diese schon allgemein anerkannt und gut eta-
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bliert waren. Insofern erfolgte die Orientierung, wie auch im Fall der oben genannten 

Wachstumsversuche, an bereits veröffentlichten Arbeiten aus anerkannten Arbeitsgrup-

pen auf diesem Gebiet. So wurde z. B. die Methode der Reinigung caveolärer Membra-

nen auf einem diskontinuierlichen Sucrose-Gradienten anhand der in zahlreichen Veröf-

fentlichungen98,139,140,92,99 beschriebenen Protokolle aus der Arbeitsgruppe von P. Li-

santi  (der als erster Caveolin-3 klonierte) im eigenen Labor etabliert und die Resultate 

an den vorbekannten Ergebnissen validiert. Auch die Detergenzextraktion143, Im-

munpräzipitation97 und Doppelimmunfluoreszenzfärbung36 waren  vorbeschrieben und 

konnten für das eigene Projekt angepasst werden. 

Mit allen eben genannten morphologischen und biochemischen Methoden konnten 

starke Hinweise dafür erbracht werden, dass die PMCA in Kardiomyozyten zumindest 

zu einem großen Anteil in Caveolae lokalisiert ist. 

Diese Ergebnisse passen gut zu den z.T. schon erwähnten Arbeiten von Fujimoto50 und 

Schnitzer142, die in Kardiomyozyten und anderen Zelltypen ebenfalls Caveolae als Ziel-

ort der PMCA identifizien konnten. 

 

Die Frage inwieweit diese Ergebnisse den Schluss zulassen, dass die PMCA generell in 

Caveolae lokalisiert ist, muss kritisch beurteilt werden. Es ist wahrscheinlich, dass die 

Caveolae in den Zellen der unterschiedlichen Gewebe entsprechend deren spezieller 

Funktionen unterschiedlich aufgebaut sind. Dies könnte sich dabei nicht nur in der Ex-

pression verschiedener Caveolin-Isoformen (z.B. Caveolin-1 in Endothelzellen, Caveo-

lin-3 in Muskelzellen), sondern auch in der An- bzw. Abwesenheit anderer Moleküle 

wie der PMCA zeigen. Auch wurde in keiner der Arbeiten eine Differenzierung bezüg-

lich der einzelnen Isoformen und Splicingvarianten der Kalziumpumpe durchgeführt, so 

dass offen bleiben muss, ob sich die zelltyp- und differenzierungsspezifischen Unter-

schiede in der Expression der einzelnen Varianten des Enzyms nicht auch auf die Loka-

lisation innerhalb der Zelle auswirken. Diese Frage kann letztlich erst dann geklärt wer-

den, wenn für die einzelnen Isoformen ausreichend spezifische Antikörper zur Verfü-

gung stehen. 

Ebenfalls unklar bleibt, ob sich die PMCA statisch oder nur temporär in den caveolären 

Membranabschnitten aufhält. Es wäre durchaus denkbar, dass die Pumpe durch Lateral-

diffusion in der Plasmamembran die Caveolae auch verlassen kann. Analog zu anderen 
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Molekülen wie z.B. Gα
92, Src93 oder eNOS46, für die gezeigt werden konnte, dass vor al-

lem die inaktiven Formen mit Caveolin interagieren, könnte dies auch auf die PMCA 

zutreffen.  

Insofern bilden die Ergebnisse der Lokalistionsversuche eine Ausgangsbasis für weiter-

führenden Untersuchungen bezüglich der Funktion der PMCA im Myokard. 

 

Ein unerwartetes Ergebnis dieser Arbeit war der Nachweis der Koimmunpräzipitation 

der PMCA zusammen mit Dystrophin, der eine Interaktion der beiden Moleküle nahe 

legt. Diese Tatsache wurde zum einen als weiterer Hinweis für die caveoläre Lokalisa-

tion der PMCA gewertet, da  Dystrophin in der Literatur als Caveolae-assoziiertes Pro-

tein beschrieben ist155,41, zum anderen werden dadurch neue Perspektiven für mögliche 

Funktionen der PMCA eröffnet.  

Das Dystrophin-Gen liegt auf dem X-Chromosom, enthält mehrere Promotoren und ko-

diert so für verschiedene Isoformen die in unterschiedlichen Geweben wie Muskel, Pur-

kinje-Zellen, periphere Nerven und anderen spezifisch exprimiert werden14,135. 

Dystrophin bildet in seiner Tertiärstruktur eine stabartige Form und steht mit einer Viel-

zahl membranassoziierter Proteine in Verbindung, die in ihrer Gesamtheit als 

Dystrophin-assoziierte (Glyco-)Proteine (DAG bzw. DAP) bezeichnet werden. Darunter 

befinden sich Dystroglycane, Syntrophine, Utrophine und viele mehr (Zusammenfas-

sung in Tinsley 1994169). Zusätzlich wurden auch andere Moleküle identifiziert, die mit 

Dystrophin und den DAP interagieren, wie z.B. die neuronale NO-Synthase (nNOS)19. 

Funktionell wird dem Dystrophin-DAP-Komplex eine Bedeutung bei der mechanischen 

Kopplung des Zytoskeletts an die Plasmamembran zugesprochen. Es wird jedoch auch 

zunehmend  darüber diskutiert, ob nicht auch ein Einfluss der DAG auf die membran-

ständigen Ionenkanäle und Signaltransduktionsmoleküle bestehen könnte32. 

Medizinische Bedeutung erlangte das Dystrophin durch die Erkenntnis, dass eine, durch 

verschiedene Mutationen hervorgerufene, verminderte oder fehlende Expression zu 

dystrophischen Erkrankungen des Skelettmuskels führt, deren bekannteste die Duchen-

nesche Muskeldystrophie (DMD) ist. Neben dem Skelettmuskel manifestieren sich die 

DMD und andere Muskeldystrophien auch häufig durch Kardiomyopathien. Letzteres 

ist insofern besonders interessant, da inzwischen Hinweise dafür vorliegen, dass das 

Dystrophin bzw. die DAG/DAP auch eine entscheidende Rolle bei der Entstehung vi-
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raler6,7 (durch direkte Spaltung des Dystrophins durch eine Virus-Protease) aber auch 

anderer Herzmuskelerkrankungen, wie z.B. der dilatativen Kardiomyopathie13,124,125 

spielen. 

Diese gerade dargestellte, bei weitem nicht erschöpfliche Zusammenfassung könnte 

ausschlaggebend für eine neue Richtung der Erforschung der Funktion der PMCA sein. 

Der über die Interaktion mit Dystrophin zumindest wahrscheinlich gemachte Zusam-

menhang der Pumpe mit dystrophinopathischen Kardiomyopathien kann als Grundlage 

für die Hypothese dienen, dass eine Fehlfunktion des Dystrophin-PMCA-Komplexes an 

der Pathogenese von Kardiomyopathien beteiligt ist. 

Eine weitere interessante Tatsache an der Kolokalisation der PMCA mit Dystrophin ist, 

dass die Pumpe dadurch in enge örtliche Nähe zur ebenfalls Dystrophin-assoziierten 

(siehe oben) NO-Synthase gerückt wird. Somit befinden sich ein Kalzium-regulieren-

des (PMCA) und ein Kalzium-reguliertes Enzym (NOS, Zusammenfassung in Arnal 

19995) in direkter Nachbarschaft. Eine Beeinflussung der NO-Produktion durch die 

PMCA wäre eine mögliche Schlussfolgerung. Zieht man neuere Ergebnisse hinzu, die 

zeigen konnten, dass durch chronische Behandlung von Ratten mit dem NOS-Inhibitor 

Nω-Nitro-L-Arginin-Methyl-Ester (L-NAME) eine Myokardhypotrophie hervorgerufen 

werden konnte39, so lässt sich erneut ein Bogen zur oben beschriebenen  Wachstumsmo-

dulation durch die PMCA spannen.  

Zusätzliches Gewicht erhält diese Hypothese durch neue Resultate aus dem eigenen La-

bor (Persönliche Mittelung von Dr. K. Schuh, die im Folgenden dargestellten Ergeb-

nisse stehen kurz vor der Veröffentlichung). Dabei konnten gezeigt werden, dass so-

wohl die PMCA4CI, als auch die NO-Synthase I (NOS-I) durch einen Anti-Dystrophin-

Antikörper aus Herzgewebehomogenaten präzipitiert wurden, was eine direkte (physi-

kalische) Interaktion dieser drei Moleküle nahe legt. Die Interaktionsstelle der PMCA 

für diesen Komplex konnte durch Präzipitation von Dystrophin durch ein an Sepharose 

gebundenes Polipeptid aufgedeckt werden, welches den 15 C-terminalen Aminosäuren 

der PMCA entsprach (eine Sequenz, welche an sogenannte PDZ-Domänen, z. B. der 

NOS-I bindet82,83,87). Während die Interaktionsstelle für diesen Komplex im Falle der 

NOS-I somit die PDZ-Domäne sein dürfte, fehlt diese im Dystrophin, so dass die Inter-

aktion hierbei entweder über eine andere, noch unbekannte Domäne im gleichen Pro-
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tein, oder aber über ein Adapter-Protein (z.B. aus dem Komplex der Dystrophin-asso-

ziierten Proteine, wie die Syntrophine) vermittelt wird. 

Zusätzlich konnte in der selben Arbeit in Transfektionsversuchen gezeigt werden, dass 

die Überexpression der normalen PMCA (jedoch nicht einer PMCA-Mutante, die nicht 

an PDZ-Domänen binden konnte) die NO-Synthese durch eine normale NOS-I vermin-

derte, während eine NOS-I-Mutante ohne PDZ-Domäne nicht durch PMCA-Überex-

pression beeinflusst wurde. Die Bedeutung dieser Regulation am isolierten Herz wurde 

durch Ischämie-Reperfusions-Versuche untersucht. Dabei zeigte sich ein vollständiger 

Verlust der myokardialen Regenerationsfähigkeit durch PMCA4CI-Überexpression, die 

durch die Gabe des NO-Donors S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin (SNAP) wieder 

hergestellt werden konnte. 

Insgesamt stellen die oben aufgezeigten Resultate einen wichtigen Schritt dar, bei der 

Aufklärung der Signalwege, über welche die PMCA in die zelluläre Signaltransduktion 

eingreift. 

 

5.3. Perspektiven 

Im Folgenden sollen nun zwei Hypothesen aufgezeigt werden, wie die PMCA unter Be-

rücksichtigung der Ergebnisse dieser Arbeit und der im vorhergehenden Kapitel darge-

stellten weiterführenden Resultate in die wachstumssteuernden Signalkaskaden einer 

Herzmuskelzelle eingreifen könnte. Dabei ist die erste Hypothese allgemeiner gehalten 

und versucht die Wachstumsbeeinflussung über eine Anpassung der örtlichen Kalzium-

konzentration in Caveolae zu erklären, während die zweite speziell auf die oben be-

schriebene Interaktion und Regulation zwischen Dystrophin, PMCA und NOS-I ein-

geht. 

 

1. Caveolae bilden durch ihre flaschenartig in die Plasmamembran eingestülpte 

Form ein eigenes Zellkompartiment, das gut dafür geeignet ist, im Inneren eine 

unterschiedliche Konzentration verschiedener Ionen und anderer Substanzen 

aufzubauen, als dies im übrigen Extrazellularraum der Fall ist. Die PMCA 

könnte durch zielgerichteten Transport von Ca2+ in das Lumen dieser Strukturen 

dort eine zur extrazellulären Kalziumkonzentration ([Ca2+]o) vergleichsweise 
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hohe caveoläre Ca2+-Konzentration ([Ca2+]Cav) aufbauen. Im Falle einer PMCA-

Überexpression wäre diese Anreicherung noch stärker und würde zu einem noch 

größeren Konzentrationsunterschied zwischen [Ca2+]Cav und [Ca2+]i führen. Ein 

hypertropher Stimulus, welcher über einen caveolären Rezeptor übermittelt 

wird, könnte nun Ionenkanäle öffnen, so dass es zu einem Einstrom von Kalzi-

umionen aus dem Caveolae-Lumen in das Zellinnere kommt. Je höher der Kon-

zentrationsgradient, umso größer ist der Einstrom und umso stärker fällt die 

Amplifizierung des Signals durch Kalzium als second messenger aus, was sich 

letztlich dann in beschleunigtem Wachstum äußert. Zur Verdeutlichung dieser 

Vorgänge wurde der Ablauf nochmals in Abbildung 11 zusammengefasst.  

[Ca ]2+
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i
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[Ca ]2+
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Ca2+Ca2+

Ca2+

Ca2+
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(NOS ?, PKC ?)
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Abbildung 11: Modulation von hypertrophen Signaltransduktionswegen durch die 
PMCA, über Regulation der intracaveolären Kalziumkonzentration. Schematisch darge-
stellt ist ein Ausschnitt der Plasmamembran mit einer Caveola. Die Kalziumpumpe 
schafft gegenüber dem "normalen" Extrazellularraum eine höhere lokale Kalziumkon-
zentration [Ca2+]Cav. Bindet ein Signalmolekül an seinen intracaveolären Rezeptor, so 
kommt es (eventuell über Vermittlung eines Transducers) zur Öffnung von Ionenkanä-
len. Die einströmenden Ca2+-Ionen können so als second messenger benachbarte Ef-
fektormoleküle steuern. [Ca2+]o: Extrazelluläre Kalziumkonzentration; [Ca2+]i: intra-
zelluläre Kalziumkonzentration; [Ca2+]Cav: caveoläre Kalziumkonzentration; NOS: 
NO-Synthase; PKC: Proteinkinase C 
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2. Die drei caveolären Proteine PMCA, Dystrophin und nNOS bilden durch di-

rekte, physikalische Interaktion über spezielle Bindungsdomänen (C-Terminus 

der PMCA, PDZ-Domäne der Nos-I) einen Komplex im Bereich der (caveolä-

ren) Plasmamembran.  Durch eine Anpassung der lokalen Kalziumkonzentration 

vermag die PMCA die NO-Produktion der direkt benachbarten NOS-I zu steu-

ern, die selbst ebenfalls durch Kalzium und Calmodulin reguliert wird. NO kann 

dann als second bzw. third messenger in weitere Signalwege eingreifen und 

letztlich zu einer Veränderung myokardialen Wachstums führen, wie zumindest 

ansatzweise bereits von deOliveira et al.39 in Versuchen an adulten Ratten, die 

mit dem NOS-Inhibitor L-NAME behandelt wurden, gezeigt werden konnte. 

Abbildung 12 zeigt schematisch den beschriebenen Komplex aus Dystrophin, 

PMCA und NOS-I. 
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Abbildung 12: Komplex aus PMCA, NO-Synthase I (NOS-I) und Dystrophin, wel-
cher durch eine Interaktion der drei Molekühle an spezifischen Bindungsstellen (PDZ-
Domänen; im Falle des Dystrophin, welches keine PDZ-Domäne besitzt, evtl. über ein 
Adapter-Molekül) koordiniert wird. Durch Regulation der lokalen Kalziumkonzentra-
tion kann die durch Calmodulin (CaM) gesteuerte PMCA die Aktivität der ebenfalls 
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Calmodulin und Kalzium-abhängigen NOS-I beeinflussen und so die Produktion von 
NO (unter Bildung von L-Citrullin) aus L-Arginin regulieren. Die Abbildung wurde 
freundlicherweise von Dr. K. Schu und Prof. Dr. Neyses zur Verfügung gestellt und 
stammt aus der bereits zitierten und zur Veröffentlichung eingereichten Arbeit aus dem 
eigenen Labor über Interaktion und Regulation von PMCA, NOS-I und Dystrophin. 
 
Die künftigen Arbeiten zur Erforschung der Funktion der PMCA müssen nun darauf 

ausgerichtet sein, den Signalweg genau zu charakterisieren, über welchen die PMCA in 

die Wachstumssteuerung der Herzmuskelzelle eingreift. Dabei können die eben aufge-

zeigten Theorien als Ausgangspunkte dienen, um die Signalkaskade sowohl aufwärts als 

auch abwärts zu verfolgen. 

Bezüglich der Frage welche Signalereignisse vor einer Aktivierung/Inaktivierung der 

PMCA (zur Steuerung tiefer gelegener Signalmoleküle) liegen, wäre ein Versuchsansatz 

ähnlich der Wachstumsexperimente dieser Arbeit denkbar. So könnten z.B. durch Akti-

vitätsmessung der PMCA und Messung der NO-Synthese in Kulturen von "normalen" 

und hPMCA-transgenen neonatalen Kardiomyozyten unter Einsatz verschiedener hy-

pertropher Stimuli die Signale gefunden werden, welche die PMCA, bzw. den PMCA-

NOS-Komplex beeinflussen. Zusätzlich könnte unter Einsatz des NOS-Inhibitors L-

NAME die Nivellierbarkeit dieses Einflusses überprüft werden. 

Für das Verständnis der Weiterverarbeitung der PMCA-induzierten Signale wäre die 

Kenntnis weiterer Interaktionspartner des PMCA-NOS-I-Dystrophin-Komplexes hilf-

reich. Hierzu könnten zusätzliche Kopräzipitationsversuche durchgeführt werden. 

 

Insgesamt kann davon ausgegangen werden, dass bisher nur ein kleiner Teil des  kom-

plexen Netzwerks bekannt ist, in welches die PMCA eingewoben ist. Insofern müssen 

noch viele weiterführende Untersuchungen durchgeführt werden, bis alle Einzelheiten 

aufgeklärt sind. 
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6. Zusammenfassung 

Die Plasmamembran Ca2+-ATPase (PMCA) ist ein in den meisten eukaryontischen 

Zellen exprimiertes Enzym. Sie katalysiert den Transport von Kalziumionen aus der 

Zelle und besitzt gegenüber Kalzium eine hohe Affinität jedoch geringe Transportkapa-

zität. Trotz der guten biochemischen Charakterisierung der Pumpe ist ihre Funktion in 

Zellen wie Kardiomyozyten, die zusätzlich über andere Ca2+-Transportsysteme  wie den 

Na+/Ca2+-Austauscher verfügen, weiterhin unklar.  

Erste Ergebnisse aus dem eigenen Labor an PMCA-überexprimierenden L6-Myoblasten 

zeigten einen Einfluss des Enzyms auf deren Wachstum und Differenzierung. Um diese 

Erkenntnisse auf den Herzmuskel zu übertragen war im Vorfeld ein transgenes Ratten-

model generiert worden, welches die hPMCA4CI unter einem myokardspezifischen 

Promotor überexprimierte. Dieses Modell stand für die vorliegende Arbeit zur weiteren 

Charakterisierung zur Verfügung.  

Untersucht wurde zunächst das Wachstumsverhalten von Primärkulturen neonataler 

Kardiomyozyten unter Stimulation mit fetalem Kälberserum, Noradrenalin und dem 

Platelet Derived Growth Factor BB, jeweils im Vergleich zwischen transgenen und 

Wildtyp-Kardiomyozyten. Dabei zeigte sich ein beschleunigtes Wachstum der PMCA-

überexprimierenden Zellen. 

In einem zweiten Ansatz wurden Untersuchungen angestellt, um die subzelluläre Loka-

lisation der PMCA innerhalb der Herzmuskelzelle aufzudecken. Dabei wurden im Spe-

ziellen die Caveolae als Ort der möglichen Lokalisation untersucht, kleine, ca. 50-100 

nm große Einstülpungen der Plasmamembran, mit charakteristischer Lipid- und Prote-

inzusammensetzung, darunter auch viele Rezeptoren und Signaltransduktionsmoleküle. 

Insgesamt konnte mit den Methoden der Detergenzextraktion, Doppelimmunfluores-

zenz, Präparation Caveolae-reicher Membranen und Immunpräzipitation gezeigt wer-

den, dass die PMCA zu einem großen Teil in Caveolae lokalisiert ist. Zusätzlich konnte 

in der Immunpräzipitation eine Interaktion der PMCA mit dem Caveolae-assoziierten 

Zytoskelettprotein Dystrophin dargestellt werden. 

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die PMCA über eine Steue-

rung der lokalen Kalziumkonzentration im Bereich der Caveolae modulierend in 

wachstumsregulierende Signaltransduktionswege von Kardiomyozyten eingreifen kann. 
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8. Anhang 

Abkürzungen 
βOG: β-Octyl-Gluco-Pyranosid 
BrdU:  Bromodesoxyuridine 
CaM:  Calmodulin 
cAMP:  cyclic Adenosinmonophosphat 
CHO:  chinese hamster ovary cells  
Ci: Curie 
CPM: counts per minute 
DAP: Dystrophin assoziierte Proteine 
Dig: Digitonin 
DNA:  desoxyribonucleic acid 
ECL:  enhanced chemiluminescence 
FCS:  fetal calf serum 
h:  Stunde 
HEPES:  N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-ethansulfonat 
IP3:  Inositol-(1,4,5)-trisphosphat 
kD:  Kilo Dalton 
M:  Molar 
MHC:  myosin heavy chain 
MLC:  myosin light chain 
NaCa-X: Na+/Ca2+-Austauscher 
NE: Norepinephrin (Noradrenalin) 
NGF: nerve growth factor 
NO:  nitric oxide 
NOS: NO-Synthase 
PBS:  phosphat-buffered saline 
PDGFBB:  platelet derived growth factor BB 
PMCA:  Plasmamembran-Ca2+-ATPase 
ProtA/S Protein A/Sepharose 
RNA:  ribonucleic acid 
rpm:  Rotationen pro Minute 
RyR:  Ryanodin-Rezeptor 
s:  Sekunde 
SD:  Sprague-Dawley Tiere 
SEM: Standardfehler des Mittelwerts  
SERCA:  sarko/endoplasmatische Retikulum Ca2+-ATPase 
SL:  Sarkolemma 
SR:  sarkoplasmatisches Retikulum 
TG: hPMCA4CI transgene Ratten 
TX100: Triton X 100 
V:  Volt 
Vol:  Volumen 
W:  Watt 
w/v: Gewicht/Volumen (1% = 1g / 100ml Flüssigkeit) 
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Lösungen 

Name im Text (Abkürzung): Zusammensetzung: 
Zellkultur  
calcium and bicarbonate free Hanks with Hepes 
(CBFHH) 

137 mmol/l NaCl, 
5,36 mmol/l KCl, 
0,81 mmol/l MgSO4 x 7 H2O, 
5,55 mmol/l Dextrose, 
0,44 mmol/l KH2PO4, 
0,34 mmol/l Na2HPO4, 
20,06 mmol/l Hepes, pH 7,4 
in Aqua dest. 
 

Fermentierlösung für die Kardiomyozytenpräpa-
ration  

CBFHH, pH 7,4, 
1,5 mg/ml Trypsin 
0,025 ng/ml DNAse 
 

MEM/5  Minimal Essential Medium Eagle, 
50 U/ml Penicillin G, 
50 µg/ml Streptomycin, 
15,37 µg/ml Bromo-Deoxy-Uridin 
(BrdU), 
2 µg/ml Vitamin B12, 
5 Vol% FCS 
 

Phosphate Buffered Saline für Zellkultur (PBS) 137 mmol/l NaCl, 
2,7 mmol/l KCl, 
8,1 mmol/l Na2HPO4 x 2 H2O, 
1,5 mmol/l KH2PO4, 
pH 7,4 
in Aqua dest. 
 

MEM/TI  Minimal Essential Medium Eagle 
50 U/ml Penicillin G, 
50 µg/ml Streptomycin, 
15,37 µg/ml BrdU, 
2 µg/ml Vitamin B12, 
10µg/ml Transferrin, 
10µg/ml Zn-Insulin 
 

Lysis-Puffer für Gesamtprotein von Zellkulturen 10 mmol/l TRIS-HCl, pH 7,0, 
40 mmol/l NaCl, 
10 mmol/l EDTA, 
1% w/v SDS 
in Aqua dest. 
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Immunfluoreszenz  
Paraformaldehyd 2% w/v  20 g/l Paraformaldehyd in PBS für 

Zellkultur, 
pH 7,4 
in Aqua dest. 
 

Blockierlösung für Immunfluoreszenz PBS für Zellkultur, pH 7,4, 
1% w/v Bovines Serumalbumin 
(BSA),  
0,5 Vol% Triton X100, 
0,15 Vol% Tween 20 
 

Membranproteine  
Puffer 1 für SL-Präparation 0,6 mol/l Sucrose,  

10 mmol/l Imidazole, 
0,1 mmol/l PMSF, 
1 mg/ml Leupeptin,  
1 mg/ml Aprotinin, 
1 mg/ml Pepstatin, 
pH 7,0 
in Aqua dest. 
 

Puffer 2 für SL-Präparation 160 mmol/l NaCl, 
40 mmol/l MOPS,  
0,1 mmol/l PMSF, 
1 mg/ml Leupeptin,  
1 mg/ml Aprotinin, 
1 mg/ml Pepstatin, 
pH 7,4 
in Aqua dest. 
 

Puffer 3 für SL-Präparation 120 mmol/l NaCl, 
30 mmol/l MOPS, 
250 mmol/l Sucrose, 
75 µmol/l PMSF, 
1 mg/ml Leupeptin,  
1 mg/ml Aprotinin, 
1 mg/ml Pepstatin, 
pH 7,4 
in Aqua dest. 
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Puffer 4 für SL-Präparation 100 mmol/l NaCl,  
54 mmol/l LiCl, 
6 mmol/l KCl, 
20 mmol/l MOPS,  
0,1 mmol/l PMSF, 
1 mg/ml Leupeptin,  
1 mg/ml Aprotinin, 
1 mg/ml Pepstatin, 
in Aqua dest. 
 

Detergenzextraktion  
Lysispuffer für Detergenzextraktion 25 µmol/l TRIS HCl, pH 7,0, 

10 mmol/l EDTA,  
1 mmol/l Natriumorthovanadat,  
0,1 mmol/l PMSF, 
0,5 mmol/l Dithiotreitol (DTT), 
Detergenz: 
1% w/v SDS 
oder 60 mmol/l β-D-Glucopyranosid, 
oder 2 Vol% Triton X-100, 
oder 1,5% w/v Digitonin 
in Aqua dest. 
 

Präparation Caveolae-reicher Membranen  
Sucrose 90 für Caveolae-Präparation 90% w/v Sucrose, 

50 mmol/l MES, pH 6,5, 
300 mmol/l NaCl 
in Aqua dest. 
 

Sucrose 35 für Caveolae-Präparation 35% w/v Sucrose, 
250 mmol/l MES, pH 6,5, 
150 mmol/l NaCl, 
250 mmol/l Natriumcarbonat, pH 11 
in Aqua dest. 
 

Sucrose 5 für Caveolae-Präparation 5% w/v Sucrose, 
250 mmol/l MES, pH 6,5, 
150 mmol/l NaCl, 
250 mmol/l Natriumcarbonat, pH 11 
in Aqua dest. 
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Immunpräzipitation  
Immunpräzipitationspuffer (IP) 10 mmol/l TRIS Base, pH 8,0,  

0,15 mol/l NaCl,  
1 mmol/l EDTA, 
1 mmol/l EGTD, 
0,2 mmol/l Natriumorthovanadat, 
1 mmol/l PMSF,  
1 mg/ml Leupeptin,  
1 mg/ml Aprotinin, 
1 mg/ml Pepstatin, 
Detergenz: 
1 Vol% Triton X-100  
und 60 mmol/l β-D-Glucopyranosid, 
oder 2% w/v CHAPS,  
oder 2,5 % w/v Digitonin 
in Aqua dest. 
 

Western-Blot  
3-fach Sample-Puffer für Western-Blot 187,5 mmol/l TRIS HCl, pH 6,8, 

30 Vol% Glyzerin, 
6% w/v SDS, 
15 Vol% 2-b-Mercaptoethanol, 
0,5 % w/v Bromophenolblau,  
in Aqua dest. 
 

Elektrophorese-Puffer für Western-Blot 25 mmol/l TRIS Base, 
192 mmol/l Glycin, 
0,1 % w/v SDS,  
pH 8,3, 
in Aqua dest. 
 

Transferpuffer für Western-Blot 25 mmol/l TRIS Base, 
192 mmol/l Glycin, 
20 Vol% Methanol,  
pH 8,3, 
in Aqua dest. 
 

Phosphate Buffered Saline für Western  
(Western-PBS)  

58 mmol/l Na2HPO4, 
17 mmol/l NaH2PO4 x H2O, 
68 mmol/l NaCl, 
pH 7,4, 
in Aqua dest. 
 

Ponceaurot-Lösung für reversible Proteinfär-
bung im Western-Blot 

2 % Trichloressigsäure (TCA), 
0,2 % w/v Ponceaurot, 
in Aqua dest. 
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Blockierlösung für Western-Blot 5 % w/v Milchpulver (fettfrei), 
0,1 Vol% Tween 20, 
in Western-PBS, 
pH 7,16 
 

Primärantikörper-Lösung für Western-Blot 1 % w/v Milchpulver (fettfrei), 
in Western-PBS, 
pH 7,45, 
Primärantikörper: 
Monoklonaler Anti-PMCA-AK 
1:1000 
oder 
Monoklonaler Anti-Caveolin-3-AK 
1:1000 
 

Waschlösung 1 für Western-Blot 1 % w/v Milchpulver (fettfrei), 
0,1 Vol% Tween 20, 
in Western-PBS, 
pH 7,45 
 

Sekundärantikörper Lösung für Western-Blot 1 % w/v Milchpulver (fettfrei), 
0,1 Vol% Tween 20, 
in Western-PBS, 
pH 7,45, 
Sekundärantikörper: 
Kaninchen-Anti-Maus-AK, Meerret-
tichperoxidase konjugiert, 1:1000 
 

Waschlösung 2 für Western-Blot 1 % w/v Milchpulver (fettfrei), 
0,3 Vol% Tween 20, 
in Western-PBS, 
pH 7,45 
 

Striplösung für Western-Blot 2,5 % w/v SDS, 
62,5 mmol/l TRIS HCl, 
0,7 Vol% 2-b-Mercaptoethanol,  
pH 6,7, 
in Aqua dest. 
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Chemikalien, Materialien und Fertig-Kits 

Alle nicht im Folgenden erwähnten Chemikalien wurden von der Firma Merck, Darm-
stadt, bezogen. Der Reinheitsgrad war mindestens "pro analysi". 
 
Chemikalie/Material: Firma:  
Acrylamid Bio-Rad 
Antikörper: 
 Kaninchen-Anti-PMCA-Ak (2A) polyklonal 
 Kaninchen-Anti-PMCA-Ak (4N) polyklonal 
 Maus-Anti-Caveolin-3-Ak, monoklonal  
 Maus-Anti-Caveolin-3-Ak, polyklonal 
 Maus-Anti-Dystrophin-Ak, monoklonal 
 Maus-Anti-Kaninchen-Ak (Texas-Red- 
  konjugiert) 
 Maus-Anti-PMCA-Ak (5F10), monoklonal 
 Maus-Anti-Östrogen-Rezeptor-Ak, monokl. 
 Maus-Anti-Troponin-T-Ak, monoklonal 
 Ziegen-Anti-Maus-Ak (Cy2-Konjugiert) 
 Ziegen-Anti-Maus-Ak (Meerrettich- 
  Peroxidase-Konjugiert)  

 
Dr. Danilo Guerini, Biochemie III, 
ETH Zürich (Schweiz)  
Transduction Laboratories 
Transduction Laboratories 
Dianova 
Dianova 
 
Dianova 
Dianova 
Sigma 
Dianova 
Amersham 

Aprotinin Boehringer Mannheim 
BIS (N, N'-Methylen-bis-Acrylamid) Bio-Rad 
Bromphenolblau Sigma 
BSA Boehringer Mannheim 
BrdU  Sigma 
CHAPS Dojindo Laboratories 
DAPI (4,6-Diamidino-2-Phenylindol) Sigma 
Digitonin Boehringer Mannheim 
DNAse Boehringer 
DTT (Dithiotreitol) Serva 
ECL-Kit Biomol 
Ethanol Sigma 
FCS Biochrom, S 0115 
Fertiggele SDS-PAGE 4-20% Bio Rad 
Filme für Western-Blot AGFA 
Glasslides Fa. Noras 
Heparin Liquemin, Roche 
HEPES Serva, Heidelberg 
Hoechst 33258 Fluorochrom Hoechst 
Insulin Serva 
Kodan Spray Hans Rosemann GmbH 
Lachs-Sperma-DNA Sigma 
Leuzin (H3-markiert) Amersham 
Leupeptin Boehringer Mannheim 
Magermilchpulver Freema 
Minimal essential medium (MEM) Sigma 
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Chemikalie/Material: Firma:  
MES (2-N-Morpholinoethansulfonsäure) Serva 
Mercaptoethanol Serva 
MOPS Sigma 
Mowiol Hoechst 
NaCl (0,9%ige isotonische Lösung) Braun Melsungen AG 
Natrium-Dodecyl-Sulphat (SDS) Sigma 
Norepinephrin Hoechst 
Objektträger Menzel 
(β-)Octyl-Glucopyranosid Sigma 
PDGF-BB Sigma 
Pepstatin Boehringer Mannheim 
Petrischalen (24-Wells, 6-Wells, 6 cm) Greiner 
Phalloidin Sigma 
PMSF (Phenylmethansulfonsäurefluorid) Sigma 
Ponceaurot Sigma 
Protein A/Sepharose Upstate Biotechnologies 
Proteinbestimmungs Kit Bio-Rad 
Proteinbestimmungs Kit DC Bio-Rad 
Proteinstandard (Kaleidoskop Marker) Bio Rad 
PVDF-Membran Millipore 
Skalpell Medicon 
Sprague-Dawley-Ratten Tierstall Medizinische Klinik 
Sterilfilter 0,22 µm, Millex Millipore 
Szintillationsflüssigkeit Amersham 
TEMED (N, N, N', N'-Tetramethylendiamin) Bio-Rad 
Triton X-100 Bio Rad 
Tubes/Caps (1,5 ml; 2 ml; 10 ml; 50 ml) Eppendorf / Falcon 
Tween 20 Sigma 
Whatman 3MM Papier Whatman 
Zell-Scraper Sarstedt 
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Geräte 

 
Gerät: Firma: 
β-Counter Packard 
Entwicklermaschine Agfa 
Elekrophorese- und Blottingkammer Bio Rad 
Filmkassette mit Verstärkerfolien Agfa 
Fluoreszenzphotometer Perkin Elmer 
Folien-Schweißgerät Blauring, FS 500 
Fotodrucker Fuji 
Fotokamera Pentax 
Glashomogenisator Biomed B. Braun 
Hybridisierungs-Ofen und -röhren Pharmacia 
Inkubator Zellkultur Labotect, Steri-Cult 200 
Kipp-Shaker Von Keutz 
Küvetten Hellma 
Magnetrührer Ikamag ret 
Mikroskope: 
  Fluoreszenzmikroskop 
  invers (Zellkulturen) 
  Konfokal-Mikroskop 

 
Zeiss, Axiovert 
Leitz, Labovert 
Zeiss/Bio Rad 

Photometer Shimadzu 
Pipetten Eppendorf 
Pipettus (10 ml Elektropipette) Hirschmann 
Power Supply Gerät für Elektrophorese/Blot Biometra 
Rotary-Mixer Rotary 
Stabhomogenisator Braun Melsungen 
Sterilbank Bio-Flow 
Sterilisator Fedegari 
Thermocycler Biomed B. Braun 
Tissue Grinder (Ultra Turrax) Janke und Kunkel 
Ultraschallbad Julabo 
Ultraschallstab Julabo 
Zählkammer (Fuchs-Rosenthal-Kammer) Fa. Brand 
Zellstrainer Fa. Noras 
Zentrifugen: 
 Für 1,5/2 ml Caps, Festwinkelrotor 
 Für 10 ml Tubes, Festwinkelrotor 
 Für 50 ml Tubes, Ausschwingrotor 
 Ultrazentrifuge, Ausschwingrotor SW-TI41 

 
Eppendorf 
Sigma-2K15 
Beckmann 
Beckmann 
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