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1 Einleitung 

1.1 Zielsetzung 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, anhand der molekularbiologischen Untersuchung 

eines Membranproteins dessen Funktion im Herzen näher zu charakterisieren.  

Die Plasmamembran Ca2+-ATPase, im folgenden kurz PMCA genannt, ist ein ubiquitär 

in eukaryotischen Zellen vorkommendes Enzym, dessen Aufgabe der Transport von 

Ca2+ aus der Zelle ist.  

Kalziumionen gehören zu den wichtigsten und am feinsten regulierten Botenstoffen im 

Myokard, sie sind unverzichtbar für die Funktion des Herzmuskels.  

Einer Analyse der an der Kalziumhömöostase beteiligten Proteine und Mechanismen 

kommt somit besondere klinische Bedeutung zu, da Störungen dieses Gleichgewichts 

bei pathologischen Vorgängen beobachtet werden können, etwa im Rahmen der Herz-

insuffizienz (Hasenfuss, 1998).  

1.2 Die Hypertrophie des Herzens 

1.2.1 Herzinsuffizienz und kardiale Hypertrophie 

Herzinsuffizienz bezeichnet das Unvermögen des Herzens, den Anforderungen der Peri-

pherie an arteriellem Zufluß und venösem Abfluß gerecht zu werden. Bevor diese 

Symptome eines kombinierten Vorwärts- und Rückwärtsversagens manifest werden, 

versucht der Herzmuskel über bestimmte Mechanismen an die pathologisch veränderten 

Zustände zu adaptieren. Die kardiale Hypertrophie als kompensatorischer Anpassungs-

mechanismus kann bei nahezu allen Erkrankungen des Herzens auftreten.  

 

Seit den Ergebnissen der Framingham-Studie muß in der linksventrikulären Hyper-

trophie (LVH) jedoch nicht nur die Folge, sondern vielmehr ein eigenständiger Risiko-

faktor in der Pathogenese kardiovaskulärer Erkrankungen bis hin zum Herztod gesehen 

werden (Kannel et al., 1969; Levy et al., 1990).  
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Die zahlreichen klinischen Ursachen und Auswirkungen der LVH wurden ausführlich 

untersucht und dokumentiert. Lange Zeit galten vorwiegend hämodynamische Faktoren, 

insbesondere die Nachlasterhöhung bei arterieller Hypertonie, als ursächlich für die Ent-

stehung der Herzhypertrophie.  

Zahlreiche Effekte bestimmter Herzmedikamente können jedoch mit diesem Ansatz 

nicht erklärt werden, beispielsweise die Wirkung der ACE- („angiotensin converting 

enzyme“) Inhibitoren.  

Dies führte zur Entwicklung des derzeit gültigen Konzepts, in dem als wesentlicher 

Faktor die Aktivierung neuroendokriner Systeme gesehen wird (Packer, 1993).  

Zu den neuroendokrinen Systemen zählen unter anderem das sympatho-adrenerge sowie 

das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS).  

Im Rahmen dieses Modells bekommt die Frage nach den zugrundeliegenden Mecha-

nismen auf zellulärer und molekularer Ebene eine zentrale Bedeutung.  

1.2.2 Molekulare Veränderungen bei Herzhypertrophie 

1.2.2.1 Allgemeine Veränderungen 

Unter einem hypertrophierten Herzen ist definitionsgemäß ein Herz zu verstehen, das in 

Größe und Gewicht bestimmte, durch Alter, Geschlecht sowie Körpergewicht vorgege-

bene Normwerte überschreitet.  

 

Der Herzmuskel ist postmitotisches Gewebe, eine Proliferation im Sinne einer Hyper-

plasie, also einer Zunahme der Kardiomyozytenzahl, ist vermutlich nicht oder nur in 

geringem Umfang möglich.  

Bewirkt wird die Massenzunahme des Herzens durch myozytäre Hypertrophie, d. h. 

Volumenvergrößerung der einzelnen Herzmuskelzelle, gleichzeitige Hyperplasie der 

teilungsfähigen Nicht-Myozyten (Fibroblasten etc.) sowie eine Vermehrung der extra-

zellulären Matrix.  

 

Unter den bisher charakterisierten Veränderungen auf molekularer und genetischer 

Ebene werden einige als pathognomonisch für die myokardiale Hypertrophie gewertet.  
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Hierunter fallen die Mengenzunahme kontraktiler Proteine (z. B. Myosin 2, leichte 

Kette) sowie das Wiederauftreten embryonaler Proteinmuster, beispielsweise die Re-

Expression des atrialen natriuretischen Peptids (ANP) im Ventrikel (Übersicht in Chien 

et al., 1991).  

Eine veränderte kardiale Genexpression wird in der Aktivierung eines spezifischen 

wachstumsvermittelnden „immediate early gene“-Programms manifest; hierzu zählen 

auch die sogenannten Protoonkogene (Chien et al., 1991).  

 

Die Induktion der Herzhypertrophie kann sowohl durch mechanische Faktoren, wie 

Dehnung (Yamazaki et al., 1995) und Kontraktion (Clark et al., 1991), als auch über 

humorale Stimuli erfolgen. Zu diesen zählen unterschiedlichste Substanzgruppen, bei-

spielsweise Katecholamine wie Noradrenalin (Simpson, 1985), aber auch Angiotensin II 

(Katoh et al., 1989) und Endothelin-1 (Shubeita et al., 1990), um nur einige zu nennen.  

1.2.2.2 Kalzium und Hypertrophie 

Die intrazelluläre Signalverarbeitung ist Gegenstand intensiver Forschung; zahlreiche 

bekannte Transduktionsmechanismen werden in Zusammenhang mit der hypertrophen 

Antwort am Myokard diskutiert.  

Kalzium als chemisch einfach strukturiertem, in Funktion und Regulation jedoch 

äußerst komplexem Botenstoff, und den an der Kalziumhomöostase beteiligten Mole-

külen kommt hierbei eine zentrale Rolle zu.  

 

In der Herzmuskelzelle sind vier Transportsysteme zuständig für die Regulation der 

intrazellulären Kalziumkonzentration: der Natrium-Kalzium-Austauscher, die Ca2+-

ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums (SERCA), der Natrium-Kalzium-Aus-

tauscher der Mitochondrienmembran und die calmodulinabhängige Plasmamembran 

Ca2+-ATPase (PMCA).  

Die Kalziumhömöostase am hypertrophierten Herzen ist signifikant verändert, alle vier 

Transportsysteme weisen Auffälligkeiten in Expression und Aktivität auf (Übersicht in 

Dhalla et al., 1996).  
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Bei Patienten mit Herzinsuffizienz läßt sich in klinischen Studien für die SERCA eine 

Abnahme in Aktivität und Expression nachweisen (Arai et al., 1994; Hasenfuss et al., 

1994), für den Na+-Ca2+-Austauscher hingegen eine Steigerung (Studer et al., 1994; 

Hasenfuss et al., 1999).  

In Untersuchungen am Rattenherzen bestätigte sich die Beobachtung eines entgegenge-

setzten Expressionsmusters dieser beiden Enzyme (Vetter et al., 1995).  

 

Auch für die PMCA liegen bereits Hinweise auf eine Beteiligung an Differenzierungs- 

und Wachstumsregulation in Muskelzellen und Kardiomyozyten vor (Hammes et al., 

1996; Hammes et al., 1998).  

1.2.2.3 Apoptose und kardiales Remodeling 

Die Umbauvorgänge des druckbelasteten Herzens, das sogenannte Remodeling, umfas-

sen die Hypertrophie der Kardiomyozyten und die Proliferation der Nicht-Muskelzellen. 

Im Zuge der zunehmenden Fibrosierung gehen darüberhinaus vermehrt Zellen unter.  

Dieser Verlust myozytärer Zellmasse begleitet zahlreiche Formen kardiovaskulärer Er-

krankungen, wie beispielsweise den Myokardinfarkt, aber auch nicht-ischämische 

Kardiomyopathien (Olivetti et al., 1997). Im normalen Altersherz wird ebenfalls eine 

Abnahme der Zellzahl beobachtet.  

Dieser in scheinbarem Widerspruch zur Massenzunahme eines hypertrophierten bzw. 

dilatierten Herzen stehende Vorgang wurde lange Zeit mit Nekrose erklärt. Neuere 

Untersuchungen deuten jedoch auf eine entscheidende Rolle der Apoptose, der zweiten 

möglichen Form des Zelltods, hin (MacLellan und Schneider, 1997).  

 

Unter Apoptose versteht man einen von nekrotischen Zelluntergängen morphologisch 

und funktionell abzugrenzenden Zelltod.  

Im Synonym „programmierter Zelltod“ wird ein wesentlicher Unterschied zur Nekrose 

deutlich: der apoptotische Zelluntergang ist genetisch determiniert (Majno und Joris, 

1995). Er folgt einem kontrollierten, zeitlich und strukturell genau festgelegten Ablauf.  
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Apoptotische Zellen zeigen charakteristische Merkmale, wie beispielsweise ein 

Schrumpfen der Zelle, die Kondensation des Zytoplasmas und die Fragmentierung des 

Zellkerns (Teiger et al., 1996). Ebenfalls als spezifisch für Apoptose gelten nachweis-

bare Strangbrüche der DNA in einer Länge von 180 bp (MacLellan und Schneider, 

1997).  

 

Teiger und Mitarbeiter beschreiben eine den Wachstumsvorgängen vorangehende Welle 

apoptotischer Zelluntergänge im druckbelasteten Herzen der Ratte (Teiger et al., 1996).  

Die Mechanismen und Signalwege, über die der Eintritt einer Zelle in ihr „Suizidpro-

gramm“ (Olivetti et al., 1997) gesteuert wird, sind Gegenstand intensiver Forschung.  

In diesem Zusammenhang wird auch eine Erhöhung des intrazellulären Kalziums als 

Initiator der Apoptose diskutiert (Jayaraman und Marks, 1997).  

Interessanterweise scheinen hierbei proliferative und apoptotische Signalwege keines-

wegs strikt getrennt, sondern vielmehr in Abhängigkeit voneinander abzulaufen (Cuvil-

lier et al., 1996).  

1.3 Die Plasmamembran Ca2+-ATPase 

1.3.1 Allgemeine Merkmale 

1.3.1.1 Primärstruktur und Membrantopologie 

Die Plasmamembran Ca2+-ATPase wurde erstmals 1966 von Schatzmann in Erythro-

zyten beschrieben (Schatzmann, 1966). Inzwischen konnte ein ubiquitäres Vorkommen 

dieses Enzyms in nahezu allen eukaryotischen Zellen nachgewiesen werden.  

Aufgabe des Membranproteins ist der Transport von Kalziumionen aus der Zelle hinaus.  

In nicht-exzitablen Zellen ist die PMCA das einzig bekannte System für den Efflux von 

Kalzium in den Extrazellulärraum, während in erregbaren Zellen wie etwa Neuronen 

oder Herzmuskelzellen der Natrium-Kalzium-Austauscher der Plasmamembran mehr-

heitlich für diesen Auswärtstransport verantwortlich zeichnet. Im Vergleich beider 

Ionenpumpen zeigt die PMCA eine deutlich niedrigere Kapazität, ihre Affinität zu Kal-

zium ist jedoch wesentlich höher (Carafoli, 1992).  
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Abbildung 1 zeigt ein Modell der PMCA mit den funktionellen und regulatorischen 

Domänen.  

 

 
 

Abb. 1: Modell der Plasmamembran Ca2+-ATPase.  
Die Bereiche TM 1-10 bezeichnen die Transmembrandomänen des Enzyms. Zwischen 
TM 2 und 3, TM 4 und 5 sowie ausgehend von TM 10 ragen drei große Einheiten ins 
Zellinnere: 80% der molekularen Masse befinden sich im Zytosol. 
Im ersten zytosolischen Komplex erfolgt die Bindung an Phospholipide (PL). 
Spaltungsstellen durch Trypsin am N-Terminus sind kenntlich gemacht durch TN, am 
C-Terminus durch TC; es folgen die resultierenden Fragmentlängen (76, 81, 85, 90) in 
kDa. 
Die katalytische Domäne der Aspartatphosphorylierung befindet sich in der zweiten 
Zytosoleinheit, ebenso wie die Bindungsstelle für Adenosintriphosphat (ATP).  
Die Modellvorstellung der Autoinhibition wird verdeutlicht durch ein langes, flexibles 
Intermediat nach Art eines Scharniers (engl. „hinge“). 
Calp. 1/ Calp. 2: Calpain, eine intrazelluläre, kalziumabhängige Protease, spaltet die 
PMCA im dritten großen zytosolischen Abschnitt an zwei Stellen. Hier befindet sich die 
calmodulinbindende Domäne, unterteilt in zwei Subdomänen A und B, lokalisiert. 
PKC (T) bezeichnet einen Threoninrest, PKA (S) einen Serinrest als Bindungsstelle für 
die Proteinkinase C bzw. A.  
               = Bindungsregion der calmodulinbindenden Domäne (Autoinhibition)  
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Die DNA- und somit Aminosäurensequenz dieses Enzyms ist hoch konserviert. So be-

trägt etwa die Homologie auf Aminosäurenebene zwischen Ratte und Mensch mehr als 

90% (Strehler, 1990).  

Die Plasmamembran Ca2+-ATPase gehört zu einer Multigenfamilie: mindestens vier 

Gene kodieren bei Mensch und Ratte für verschiedene Isoformen, deren Vielfalt noch 

zusätzlich durch alternatives Spleißen erhöht wird (Brandt et al., 1992; Stauffer et al., 

1993).  

1.3.1.2 Biochemische Grundcharakterisierung 

Es handelt sich um Polypeptide mit einem Molekulargewicht von ca. 134 kDa (je nach 

Isoform zwischen 127,3 und 138,8 kDa) (Carafoli, 1992). Die PMCA gehört zu den 

ATPasen des P-Typs, im Reaktionsablauf entsteht ein phosphoryliertes Intermediat 

unter Beteiligung eines Aspartatrestes.  

Die Ca2+: ATP-Stöchiometrie der Pumpe beträgt höchst wahrscheinlich 1:1. Die Frage 

nach der Elektroneutralität muß als nicht abschließend geklärt betrachtet werden, da 

Versuche an isolierten Membranen ein anderes Ergebnis nahelegen als in vivo vermutet 

wird.  

Es wird hier von einem teilweise elektrogenen Transport von 1 H+ für 1 Ca2+-Ion aus-

gegangen (Carafoli, 1992).  

1.3.1.3 Die Regulationsmechanismen 

Als herausragendes Charakteristikum der Plasmamembran Ca2+-ATPase gilt die hohe 

Diversität regulatorischer Mechanismen (Carafoli, 1994).  

Die PMCA wird, wie alle ATPasen des P-Typs, durch Vanadat und Lanthan inhibiert; 

ein spezifischer Inhibitor nur für die PMCA konnte bislang noch nicht gefunden wer-

den.  

Als wichtigster Aktivator gilt Calmodulin, die kalzium- und pH-abhängige Bindung 

führt zu einer beträchtlich erhöhten Affinität für Kalzium (Km sinkt von 10-20µM auf 

<0.5µM) sowie gesteigerter maximaler Umsatzgeschwindigkeit (Vmax) des Enzyms.  
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Die Calmodulin-Bindungsdomäne (s. Abb. 1) besitzt eine autoregulatorische Funktion.  

In Abwesenheit von Calmodulin übt diese Domäne eine sterische Inhibition des Sub-

stratzugangs zum katalytisch aktiven Zentrum der PMCA aus (Vorherr et al., 1990). 

Bindung von Calmodulin bewirkt eine Konformationsänderung, aus der eine Aktivie-

rung des Enzyms resultiert.  

 

Außer Calmodulin sind Interaktionen mit sauren Phospholipiden oder mehrfach unge-

sättigten Fettsäuren, Oligomerisierung und limitierte Proteolyse durch Trypsin oder 

Calpain an der Regulation von Aktivität und Funktion der Pumpe beteiligt (Übersicht in 

Carafoli und Stauffer, 1994). Phosphorylierung durch Proteinkinase A (Neyses et al., 

1985) und Proteinkinase C (Wang et al., 1991) beeinflußt ebenfalls die Aktivität.  

1.3.2 Bisherige Analysen zur Funktion 

Die Steuerung jedes einzelnen Kontraktions-Relaxations-Zyklus am Herzen erfolgt 

durch Anstieg und Abfall der zytosolischen Kalziumkonzentration; eine präzise Kon-

trolle dieser Ionenflüsse von Schlag zu Schlag ist unerläßlich für die Funktion des 

Herzmuskels.  

Im Ventrikel der Ratte wird die Kalziumkonzentration im Zytosol zu 92% durch Rück-

transport ins sarkoplasmatische Retikulum abgesenkt, lediglich 7% pumpt der Natrium-

Kalzium-Austauscher in den Extrazellulärraum (Bers et al., 1993). Der Beitrag der 

PMCA ist quantitativ somit vernachlässigbar. Die hohe Affinität führte zur Annahme 

einer Funktion des Enzyms in der Feinabstimmung des Kalziumtransports aus der Zelle 

hinaus (Carafoli, 1991).  

 

Neuere Untersuchungen weisen auf eine Rolle der Plasmamembran Ca2+-ATPase in der 

Regulation langfristiger zellulärer Prozesse, wie etwa Proliferation oder Differenzie-

rung, hin.  

Hammes konnte in Muskelzellen eine differenzierungsabhängig veränderte Isoformex-

pression der PMCA zeigen (Hammes et al., 1994). Die myogene Differenzierung 

PMCA-überexprimierender Myoblasten ist signifikant beschleunigt (Hammes et al., 

1996).  
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Eine veränderte Proliferationsrate glatter Muskelzellen mit PMCA-Überexpression 

wurde von Husain und Mitarbeitern beschrieben (Husain et al., 1997). Auch in Ovarial-

zellen chinesischer Hamster („chinese hamster ovary“; CHO) beeinflußt die Überex-

pression der sarkolemmalen Kalziumpumpe den Wachstumsprozeß (Guerini et al., 

1995). Eine inhibierte Neuritensprossung nach Blockade der PMCA 1 durch Expression 

eines anti-sense Konstrukts konnte in Phäochromozytomzellen beobachtet werden 

(Brandt et al., 1996).  

1.4 Überexpression der hPMCA 4CI in Zellmodell und transgenem Tier 

Die Überexpression der humanen Plasmamembran Ca2+-ATPase der Isoform 4CI (kurz 

hPMCA 4CI) wurde in der Arbeit von Dr. Annette Hammes (Dissertation, Bonn 1997) 

in zwei verschiedenen Modellen erreicht: einer Zellinie aus Myoblasten sowie durch 

Generierung transgener Rattenlinien.  

1.4.1 Die L6-Myoblastenkultur 

Bei den L6-Zellen handelt es sich um ein etabliertes Modell zur Untersuchung spezifi-

scher Parameter des Skelettmuskels, wie beispielsweise myogene Differenzierung, 

Kontraktilität etc..  

Die Stammzellen der L6-Linie wurden 1968 aus der Oberschenkelmuskulatur neonata-

ler Ratten isoliert (Yaffe, 1968; Richler und Yaffe, 1970). Als immortalisierte Zellinie 

bietet sie gegenüber der Primärkultur entscheidende Vorteile, u. a. eine verbesserte Re-

produzierbarkeit der Experimente sowie die Unabhängigkeit vom Tierversuch.  

 

Spezielle Kulturbedingungen (Konfluenz, Zugabe von Pferdeserum) induzieren die 

Fusion der Myoblasten zu multinukleären Myotuben, ein anschauliches Modell für den 

Differenzierungsprozeß des Muskels.  
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In der Arbeit von Hammes wurde die humane Plasmamembran Ca2+-ATPase der Iso-

form 4CI in L6-Zellen stabil zur Überexpression gebracht und mittels G 418-Selektion 

resistente Klone isoliert (Hammes et al., 1996). Zusätzlich wurden Kontrollklone eta-

bliert, die einen pCMV-neo-Vektor ohne cDNA der hPMCA 4CI trugen.  

Am Klon L6-4N, der die stärkste Expression der hPMCA 4CI aufwies, beziehungsweise 

am korrespondierenden Kontrollklon neo5 wurden die Versuche der vorliegenden Ar-

beit durchgeführt.  

 

Die weitere Arbeit von Hammes erbrachte den Nachweis der funktionellen Aktivität der 

überexprimierten Plasmamembran Ca2+-ATPase in den L6-Zellen; mittels FURA-2 

Technik wurde eine Senkung der [Ca2+]i um 20-30% gegenüber Kontrollen beobachtet 

(A. Hammes, Dissertation 1997).  

Die L6-Klone mit hPMCA 4CI-Überexpression zeigten eine signifikant beschleunigte 

myogene Differenzierung im Vergleich zu den parentalen L6-Myoblasten und den neo-

mycinresistenten Kontrollklonen (Hammes et al., 1996).  

 

Somit führten die Analysen am stabil transfizierten Zellmodell zu einer ersten Bestäti-

gung der Hypothese, daß die Plasmamembran Ca2+-ATPase eine Rolle in der Regula-

tion langfristiger zellulärer Parameter übernimmt.  

Inwieweit die PMCA-Überexpression außer der muskelspezifischen Differenzierung 

auch andere Parameter in den L6-Klonen beeinflußt, sollte am Beispiel der Apoptose in 

der vorliegenden Arbeit weiter untersucht werden.  

1.4.2 Die transgene Rattenlinie 1142 

Versuche, eine stabile Zellinie für Kardiomyozyten zu etablieren, sind bislang weltweit 

gescheitert.  

Um die an L6-Zellen gewonnenen Resultate zur Funktion der Plasmamembran Ca2+-

ATPase in Herzmuskelzellen zu untersuchen, wurde ein transgenes Tier als Überexpres-

sionsmodell generiert. Es konnten mehrere Rattenlinien mit stabiler PMCA-Überex-

pression etabliert werden (A. Hammes, Dissertation 1997; Hammes et al., 1998).  
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Alle Versuche der vorliegenden Arbeit wurden an transgenen Ratten der Linie 1142 

durchgeführt.  

Tiere dieser auf dem Sprague-Dawley Rattenstamm basierenden Linie tragen die cDNA 

der humanen PMCA Isoform 4CI unter der Kontrolle des ventrikelspezifischen Promo-

tors MLC-2v in ihrem Genom.  

 

Zur Grundcharakterisierung der Linie 1142 wurde die mRNA-Expression im Northern 

Blot bestätigt, die gewebsspezifische Analyse lokalisierte die intensivste Expression im 

Ventrikel, schwächere Signale zeigten Hirn und Lunge.  

Auf Proteinebene konnte in neonatalen eine ca. 2,5-fach und in adulten Tieren eine  

1,7-fach höhere PMCA-Expression im Myokard gegenüber SD-Kontrolltieren nachge-

wiesen werden.  

In Korrelation hierzu ergaben Messungen der Ca2+-ATPase Aktivität eine 77%ige 

Steigerung in hPMCA 4CI-überexprimierenden Tieren im Vergleich zu SD-Wildtyp-

kontrollen.  

Konsekutive Veränderungen anderer endogener Ca2+-Transportsysteme durch die ge-

steigerte PMCA-Expression, wie sie etwa Guerini und Mitarbeiter für die Ca2+-ATPase 

des endoplasmatischen Retikulums in CHO-Zellen mit stabiler hPMCA 4CI-Überex-

pression beschrieben haben (Guerini et al., 1995), konnten in den Tieren der Linie 1142 

ausgeschlossen werden.  

 

Die transgenen Ratten der Linie 1142 zeigen keinerlei phänotypische Auffälligkeiten. 

Sie weichen weder hinsichtlich Körpergewicht und -größe, Fertilität, Verhalten, noch 

im Bewegungsmuster von den genetisch unveränderten SD-Tieren ab.  

Auch histologische und hämodynamische Untersuchungen an 12 Wochen alten Tieren 

ergaben keinen Anhaltspunkt für stukturelle und/oder funktionelle Anomalien des 

Herzens. Analysen der kardialen Funktion im höheren Lebensalter der Tiere stehen 

jedoch noch aus.  

Eine möglicherweise veränderte Antwort auf vermehrte Volumen- oder Druckbelastung 

durch Techniken wie beispielsweise aortic banding wird gegenwärtig geprüft.  
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In der vorliegenden Arbeit sollte durch Experimente an isolierten Kardiomyozyten neo-

nataler Ratten die Funktion der Plasmamembran Ca2+-ATPase im Myokard weiter ana-

lysiert werden. Die Resultate aus Versuchen in der L6-Myoblastenkultur sowie erste 

Ansätze in Primärkulturen aus Kardiomyozyten setzten den Schwerpunkt auf die Unter-

suchung zellulärer Parameter wie Apoptose und Wachstum.  

 

Fujimoto lokalisierte in mikroskopischen und histochemischen Untersuchungen die 

PMCA erstmals in Caveolae, speziellen Subkompartimenten der Plasmamembran 

(Fujimoto, 1993).  

Dies bildet den Ausgangspunkt der Hypothese einer möglichen Rolle der Plasmamem-

bran Ca2+-ATPase in der Regulation und Koordination zellulärer Prozesse, da in den 

Caveolae zentrale Schaltstellen der Signaltransduktion gesehen werden (Lisanti et al., 

1994).  

1.5 Caveolae – „hot spots“ der Signaltransduktion 

Caveolae (oder Mikrodomänen) sind 70-100 nm große Invaginationen der Plasmamem-

bran, die erstmals in den 50er Jahren dieses Jahrhunderts beschrieben wurden (Palade, 

1953; Yamada, 1955).  

Studien zur Morphologie dieser Subkompartimente zeigen wechselnde Strukturen und 

Erscheinungsarten: flach ausgezogene oder ganz eingesenkte, mehrere gebündelte oder 

einzeln auftretende Caveolae und in Abhängigkeit von der Zellart stark variierende An-

zahlen wurden beobachtet (Goto et al., 1990).  

 

Ihre exakte Funktion ist bis heute nicht vollständig geklärt. Zunächst wurde die Theorie 

einer spezifischen Transportfunktion für kleine (Potozytose) und große Moleküle 

(Transzytose) erwogen. Somlyo sah in den Caveolae Orte des Austauschs und Trans-

ports von Kalziumionen (Somlyo, 1985).  

Eine Funktion der Caveolae in der Signaltransduktion wurde erstmals 1991 von Stros-

berg vermutet (Strosberg, 1991). Inzwischen konnten zahlreiche Resultate neuerer 

Arbeiten Strosbergs Hypothese stützen, so daß die Einschätzung von Caveolae als Re-

gionen der Prozessierung zellulärer Signale mittlerweile favorisiert wird.  
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Zentrale Komponenten der transmembranären Signalvermittlung wurden bereits in 

Caveolae lokalisiert. Hierzu zählen Moleküle verschiedenster Zugehörigkeit: Enzyme, 

die aus extrazellulären Substraten Botenstoffe generieren, beispielsweise die endothe-

liale NO-Synthase (eNOS) (Feron et al., 1996), hochaffine Bindungsstellen, wie z. B. 

der muskarinerge Acetylcholin-Rezeptor (Raposo et al., 1987) und die heterotrimeren 

G-Proteine, zentrale Schaltstellen der transmembranären Signalkaskaden (Sargiacomo 

et al., 1993).  

Caveolin, ein 22 kDa Strukturprotein, scheint die Hauptkomponente der caveolären 

Membran zu sein (Rothberg et al., 1992). Mehrere Isoformen, die gewebe- und diffe-

renzierungsabhängig exprimiert werden, bilden eine Multigenfamilie (Scherer et al., 

1996).  

Caveolin kann die Rolle eines membrangebundenen Chaperons übernehmen, indem es 

mit Signalmolekülen interagiert und sie dadurch im inaktiven Zustand in den Caveolae 

bindet (Anderson, 1993; Couet et al., 1997a).  

 

Aus dieser Beobachtung entwickelten Lisanti und Mitarbeiter eine Hypothese zur 

caveolären Signalübertragung: die Kompartimentierung zentraler Moleküle der Signal-

transduktion in Caveolae erlaubt rasches und effizientes Koppeln aktivierter Rezeptoren 

an mehrere Effektorsysteme (Lisanti et al., 1994).  

Couet identifizierte als Bindungsstellen gemeinsame Motive in der Aminosäurense-

quenz der mit Caveolin interagierenden Proteine (Couet et al., 1997b).  

 

Ausgehend von der Signaltransduktionshypothese nach Lisanti, stellt sich die Frage 

nach den Interaktionspartnern der Plasmamembran Ca2+-ATPase in den Caveolae. 

Hierbei sind besonders Proteine von Interesse, die ebenfalls an der Umwandlung eines 

extrazellulären Signals zur intrazellulären Botschaft beteiligt sind.  
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1.6 Stickoxid (NO) und NO-Synthasen am Myokard  

1.6.1 Überblick: NO – Entstehung und Wirkung 

Stickoxid (NO) ist einer der kleinsten (rel. Molekulargewicht 30), bezüglich Regulation 

und Wirkung jedoch komplexesten Botenstoffe der Zelle.  

Stickoxid ist in zahlreiche physiologische und pathophysiologische Prozesse des Herz-

Kreislaufsystems involviert (Nathan und Xie, 1994; Moncada und Higgs, 1993).  

So beeinflußt es entscheidend den Tonus der Gefäße, die Thrombozytenaggregation 

wird inhibiert und als autokriner Mediator ist NO an der Modulation zellulärer Signale 

für Wachstum und Apoptose beteiligt (Moncada und Higgs, 1993; Peunova et al., 

1996).  

 

Aus der Aminosäure Arginin entstehen in einer Reaktion, die von einer Isoform des 

Enzyms NO-Synthase (NOS) katalysiert wird, NO und Citrullin.  

 

Bislang sind drei Isoenzyme bekannt, die aus verschiedenen Geweben isoliert wurden 

und daher als neuronale (nNOS, NOS-I), endotheliale (eNOS, NOS-III) und induzier-

bare (iNOS, NOS-II) NO-Synthasen bezeichnet werden (Michel und Feron; 1997). 

Endotheliale und neuronale NOS sind konstitutiv exprimierte, kalzium- und calmodu-

linabhängige Isoenzyme. Die Expression der iNOS ist dagegen induzierbar, ihre Akti-

vität wird nicht durch Ca2+/Calmodulin reguliert (Marletta, 1994).  

 

Die neuronale NOS wird, neben ihres abundanten Vorkommens in neuralem Gewebe 

(Schmidt et al., 1992), auch im Reizleitungssystem des Herzens exprimiert (Kelly et al., 

1996). In kardialen Myozyten konnte die Expression der eNOS (Balligand et al., 1995) 

nachgewiesen werden, ebenso die durch Zytokinstimulation induzierbare iNOS 

(Balligand et al., 1994).  
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1.6.2 Die endotheliale NO-Synthase (eNOS) 

Die endotheliale Isoform der NOS konnte in Caveolae nachgewiesen werden (Feron et 

al., 1996). Sie ist verantwortlich für die NO-Synthese in Endothelzellen der Gefäße, was 

aufgrund der vasodilatierenden Wirkung zur Erstbeschreibung des NO als „endothelium 

derived relaxing factor“ durch Furchgott und Zawadzki führte (Furchgott u. Zawadzki, 

1980).  

 

Wie die PMCA, ist auch die eNOS ein kalzium- und calmodulinabhängiges Enzym 

(Marletta, 1994). Außer in Endothelzellen konnte die eNOS auch in Kardiomyozyten, in 

Zellen des kardialen Reizleitungssystems sowie in bestimmten Blutzellen nachgewiesen 

werden (Kelly et al., 1996).  

 

Dieses Enzym unterliegt einer komplexen Regulation durch posttranslationale Modifi-

kationen, die Aktivität, Lokalisation und Interaktion mit anderen Proteinen beeinflussen. 

Hierzu zählt die Phosphorylierung eines Tyrosinrests (Garcia-Cardena et al., 1996), die 

Bindung an Caveolin (Ju et al., 1997) und die Alkylierung durch die Fettsäuren Myristat 

und Palmitat (Feron et al., 1998). Es wird vermutet, daß die eNOS einen Regulations-

zyklus durchläuft, in dem Kalzium-Calmodulin die Aktivierung, Caveolin dagegen die 

Inhibition des Enzyms bewirkt, wobei die reversible Bindung an die Fettsäure Palmitat 

ein Steuerungselement darstellt (Michel und Feron, 1997).  

 

Aufgrund der Analogie in Lokalisation und Regulation bietet die eNOS und damit der 

NO-Signalweg einen interessanten Ansatz zur Untersuchung möglicher Interaktionen 

mit der Plasmamembran Ca2+-ATPase.  
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2 Fragestellung der Arbeit 

Mit der vorliegenden Arbeit sollte die Funktion der Plasmamembran Ca2+-ATPase, die 

trotz eingehender biochemischer Charakterisierung dieses Enzyms unklar bleibt, weiter 

aufgeklärt werden.  

 

Zugrundegelegt wurde die Hypothese einer Rolle der PMCA in Regulation und Modu-

lation langfristiger Parameter der Zellphysiologie, wobei speziell ein Einfluß auf Apop-

tose und Wachstum untersucht wurde.  

Für diese auf den ersten Blick konträr erscheinenden Programme der Zelle wird 

zwischenzeitlich eine enge Verknüpfung der Signalwege vermutet (Teiger et al., 1996; 

Cuvillier et al., 1996). Beide Vorgänge unterliegen der Regulation durch kalziumver-

mittelte Signaltransduktion, was den Ansatz zur Untersuchung eines an der Kalzium-

homöostase beteiligten Membranproteins wie der PMCA bietet.  

 

Die kürzlich erfolgte Lokalisation der Plasmamembran Ca2+-ATPase in Caveolae (Fuji-

moto, 1993) mit zahlreichen anderen an der Signaltransduktion beteiligten Molekülen, 

wie etwa der eNOS, G-Proteinen, spezifischen Kinasen, Rezeptoren etc. (Übersicht in 

Couet et al., 1997b), sollte weiter analysiert werden.  

In den Kardiomyozyten wurde der Einfluß katecholaminerger Stimuli zur Hypertrophie-

induktion, Isoproterenol und Phenylephrin, auf Unterschiede zwischen hPMCA 4CI-

überexprimierenden gegenüber wildtypischen Zellen geprüft.  

 

Weiterhin sollte durch die Anwendung eines NO-Synthaseinhibitors, L-NAME, die 

Frage nach der Rolle des Stickoxid (NO) in der Modulation myokardialen Wachstums 

bearbeitet werden. Von besonderem Interesse war hierbei der Gedanke einer möglichen 

Interaktion zwischen eNOS und der PMCA, und somit einer Verknüpfung der Signal-

wege von Kalzium und NO.  
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3 Material und Methoden 

Die im Methodenteil verwendeten Chemikalien, Geräte und Materialien, sowie die Zu-

sammensetzung der Lösungen und Puffer befinden sich im Appendix.  

3.1 Immortalisierte Zellinien und Primärkultur 

3.1.1 Die L6-Myoblastenkultur 

Die L6-Zellinie stammt ursprünglich von Zellen einer Primärkultur ab, die aus dem 

Oberschenkelmuskel neonataler Ratten gewonnen wurde (Yaffe, 1968; Richler und 

Yaffe, 1970). 

 

Die L6-Zellen wurden in einem Steri-Cult 200 Inkubator in wassergesättigter Atmo-

sphäre bei 37°C und 5% CO2 in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit 10% 

(v/v) fetalem Kälberserum (FCS, „fetal calf serum“) kultiviert. Zur Gewährleistung der 

Sterilität wurde das Medium mit Gentamicin in einer Konzentration von 2,5 µl/ml ver-

setzt.  

Bei Erreichen von etwa 80% Konfluenz wurden die Zellen passagiert. Inkubation mit 

1x Trypsin/EDTA für 5 Minuten bewirkte ein Lösen der Zellkontakte, die Zellen 

konnten in DMEM resuspendiert und auf neue Kulturschalen aliquotiert werden. 

3.1.2 Isolierung und Kultivierung neonataler Kardiomyozyten 

3.1.2.1 Präparation 

Die Präparation der Kardiomyozyten aus 1-2 Tage alten transgenen und wildtypischen 

Sprague-Dawley (SD) Ratten erfolgte mit kleineren Modifikationen nach der Methode 

von Simpson und Savion (Simpson und Savion, 1982).  

Nach Dekapitation und Thorakotomie wurden die Herzen steril entnommen, mecha-

nisch zerkleinert und zum Verdau in CBFHH („calcium and bicarbonate-free Hanks 

with HEPES“) mit Trypsin und DNase überführt.  
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Durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren wurden zusätzlich die Zell- und Faserver-

bände gelöst, so daß nach Verwerfen der ersten Überstände Kardiomyozyten abgenom-

men werden konnten. Diese wurden in FCS überführt, um die Aktivität des Trypsins zu 

beenden. Nach Zentrifugation mit 700 g (1600 rpm, 27°C, 10 min.) wurde das resultie-

rende Pellet in MEM mit 5% FCS resuspendiert.  

3.1.2.2 „Pre-Plating“ 

Ein anschließendes Pre-Plating im Inkubator (95% O2, 5% CO2, 37°C) für eine Stunde 

diente der Reduzierung des Anteils unerwünschter Zellpopulationen (Nicht-Kardiomyo-

zyten), wie beispielsweise Fibroblasten und Leukozyten. Aufgrund ihrer höheren Dichte 

und anderer Eigenschaften sinken diese Zellen schneller ab; sie heften sich früher als 

Herzmuskelzellen am Boden der Kulturschale an.  

Zusätzlich erfolgte die Aussaat auf Kulturschalen durch ein Zellsieb. Bei Abnahme des 

Überstandes der Kulturschale nach einer Stunde ergab sich somit eine Zellsuspension 

mit einem Kardiomyozytenanteil von mehr als 90%.  

Die Auswertung der Zellzahlen mittels Fuchs-Rosenthal Zählkammer ergab durch-

schnittliche Effizienzen von etwa 3,6 Mio. präparierter Myozyten pro Herz.  

3.1.2.3 „Plating“ 

Das Plating, d. h. die Aussaat der gewonnenen Zellen auf die Kulturschalen, erfolgte in 

MEM mit 5% FCS in einer Dichte von 25000-30000 Zellen pro cm² („low density cul-

ture“). Das Medium enthielt 5´-Bromo-2´-Desoxyuridin (BrdU) in einer Endkonzentra-

tion von 0,1 mM. Dies bedeutete eine zusätzliche Sicherung der Kulturreinheit, da BrdU 

als Antimetabolit (Basenanalogon) zytotoxisch auf proliferierende Zellen wie etwa 

Fibroblasten wirkt.  

Nach 24 Stunden in MEM mit 5% FCS wurde das Medium gewechselt; es folgte die 48-

stündige Kultivierung in serumfreiem MEM unter Zugabe von Transferrin und Insulin 

(„MEM-T/I“). Durch dieses „Hungerintervall“ sollten die durch Präparation und FCS 

gesteigerten Syntheseaktivitäten der Zellen zur Ruhe kommen, um unspezifische Ef-

fekte zu minimieren.  
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3.2 Nachweis der Apoptose: TUNEL-Assay 

Der Nachweis apoptotischer Zellen wurde mittels eines antikörpergekoppelten enzyma-

tischen Tests durchgeführt (In situ Cell Death Detection-Kit, POD; Fa. Boehringer-

Mannheim).  

Prinzip dieses Assays ist der fluoreszenzmikroskopische Nachweis der spezifischen 

Strangbrüche der DNA im Nukleus apoptotischer Zellen (Gavrieli et al., 1992).  

 

„TUNEL“ steht hierbei für „terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated nick 

end labeling“. Die Transferase bindet fluoresceinmarkierte Nukleotide an die freien 

3’OH-Enden („nicks“) der DNA-Fragmente. Das Fluorescein wird durch den Anti-

Fluorescein Antikörper detektiert, der mit Meerrettich-Peroxidase (POD) konjugiert ist. 

Zugabe des Substrats nach Angaben des Herstellers führt nach Ablauf der enzyma-

tischen Reaktion zur spezifischen Färbung der apoptotischen Zellen.  

 

Der TUNEL-Assay wurde sowohl an L6-Kulturen als auch an neonatalen Kardiomyo-

zyten zum Nachweis apoptotischer Zellen eingesetzt.  

Für beide Zellkulturen gelten die unter 3.1 beschriebenen Kultivierungsmethoden.  

Die L6-Myoblasten wurden bei Erreichen von ca. 60%iger Konfluenz für die Versuche 

verwendet, um die Beeinflussung der Apoptoserate durch ausgeprägte Zell-Zell-Kon-

takte und dadurch induzierte Differenzierung zu minimieren.  

Die neonatalen Kardiomyozyten wurden in niedriger Dichte kultiviert (ca. 25000 Zel-

len/cm2).  

 

Die Fixierung der Zellen erfolgte nach zweimaligem Waschen mit PBS-Pufferlösung 

(„phosphate buffered saline“, PBS) mit 2% Paraformaldehyd für 30 min. bei Raumtem-

peratur (RT). Anschließend wurde mit 0,3% H2O2 in Methanol (30 min., RT) vorinku-

biert, um die Aktivität der endogenen Peroxidasen zu blockieren. Nach weiteren Wasch-

schritten mit PBS wurde die Permeabilisationslösung auf Eis für 10 min. aufgetragen.  

Um unspezifische Bindungen zu blockieren, wurden die Waschschritte im folgenden 

mit einer PBS-BSA-TWEEN Lösung durchgeführt, sowie zusätzlich vor dem Auftragen 

der Reaktionslösungen 20 min. mit Schafserum vorinkubiert.  
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Die Reaktionslösungen wurden nach den Anweisungen im Protokoll des Herstellers 

angesetzt und für 60 min. bei 37°C in humider Atmosphäre auf den Zellen belassen. 

Ausgedehnte Wasch- und Blockierschritte nach Herstellerprotokoll schlossen sich an.  

 

Im zweiten Schritt des Assays inkubierte der POD-gekoppelte Anti-Fluorescein Anti-

körper bei 37°C für 30 min., im Anschluß daran wurden die Proben dreimal mit PBS 

gewaschen.  

Die enzymatische Reaktion wurde nun durch Zugabe des Substrats der Meerrettich-Per-

oxidase gestartet.  

 

Unter lichtmikroskopischer Kontrolle wurde der Färbeumschlag verfolgt und nach ca. 

4 min. die Reaktion durch Waschen mit PBS-BSA-Lösung beendet. Eine Gegenfärbung 

mit Methylgrün erleichterte durch Kontrasterhöhung die lichtmikroskopische Auswer-

tung.  

Abschließend wurden die Objekte unter Deckgläschen fixiert, als Eindeckmedium 

diente Mowiol.  

Jeder Versuchsansatz wurde durch Negativkontrollen auf zwei Arten verifiziert: zum 

einen durch Auftragen eines inkompletten Reaktionsgemischs, zum anderen durch Fel-

der mit POD-Antikörper ohne Substrat.  

 

Die Auswertung erfolgte durch lichtmikroskopische Auszählung ohne Kenntnis des 

jeweiligen Parameters in vier zufällig ausgewählten Gesichtsfeldern. Ermittelt wurde 

der Anteil Zellen mit fluoreszierendem, d. h. apoptotisch fragmentiertem, Nukleus an 

der Gesamtzahl Zellen dieses Gesichtsfeldes.  
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3.3 Wachstum und Hypertrophie: ³H-Leucin-Inkorporation  

3.3.1 Herstellung des Zell-Lysats 

Die neonatalen Kardiomyozytenkulturen wurden nach der 48-stündigen Ruhephase 

(Tag 3 nach Präparation) für diese Versuche verwendet.  

Für die Katecholaminwirkung wurden der β-Agonist Isoproterenol in der Konzentration 

1 µM sowie der α-Agonist Phenylephrin in der Konzentration 20 µM untersucht.  

Die Zugabe dieser Stimuli erfolgte in MEM-T/I.  

Um die Hypothese einer gegenseitigen Interaktion im Rahmen der Signaltransduktion 

zu verifizieren, schlossen sich Versuche mit einem Inhibitor der NO-Synthase, 

L-NAME (Lω-Nitro-Arginin-Methylester) in der Konzentration 100 µM an.  

 

Stimulierte Zellen wurden gegenüber Kontrollen ohne Stimulus, d. h. Zellen in reinem 

Hungermedium („MEM-T/I“) ausgewertet.  

Für den Einbau der mit Tritium (3H) radioaktiv markierten Aminosäure Leucin wurde 

ein Zeitraum von vier Stunden vorgegeben. 3H-Leucin wurde in einer Konzentration 

von 2,5 µl/ml MEM zugesetzt, dies bedeutete eine Endaktivität von 2,5 µCi pro ml 

Medium.  

Nach Ende der Inkubationszeit und zweimaligem Waschen mit PBS wurden zufällig 

ausgewählte Gesichtsfelder der korrespondierenden Parameter (z. B. Isoproterenol 24h, 

jeweils wildtypische vs. transgene Kardiomyozyten) auf ihre Zellzahl hin bestimmt. 

Unterschiede aufgrund extrem divergierender Zellzahlen wurden somit bereits hier aus-

geschlossen.  

Sämtliche Versuchsansätze wurden in Doppelwerten angesetzt, um die statistische 

Streuung zu minimieren. Die möglichst exakte Einhaltung aller angegebenen Zeitpunkte 

und -abstände war ein Erfordernis der Reproduzierbarkeit dieser Versuche.  

 

Anschließend wurde durch Zugabe von 1% Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sul-

fate, SDS) für 10 min. bei Raumtemperatur die Lyse der Zellen bewirkt. Das Zell-Lysat 

diente im folgenden zur DNA-Bestimmung im Spektralphotometer sowie zur Messung 

der 3H-Inkorporation im Szintillationszähler.  

 21



 

3.3.2 DNA-Bestimmung 

20 µl des Zell-Lysats wurden abgenommen und in 500 ml 1x SSC (sodium saline 

citrate) überführt. Das Anfärben der DNA geschah durch Zugabe des HOECHST-Farb-

stoffs 33258 in einer Verdünnung von 1:600 für 15 min. unter Lichtabschluß.  

Die Absorption wurde im Spektralphotometer gegen einen Leerwert ohne Lysat, d. h. 

20 µl SDS, ermittelt. Alle Messungen wurden in Doppelwerten durchgeführt.  

3.3.3 Messung der 3H-Inkorporation im Szintillationszähler 

Das Protein im Zell-Lysat wurde mit kalter (ca. 4°C) 10%iger Essigsäure (TCA) zum 

Ausfällen gebracht, durch Zentrifugation mit 14000 g pelletiert und in 750 µl SDS 1% 

resuspendiert. Diese Protein-SDS-Suspension wurde mit 5 ml Szintillationsflüssigkeit in 

Zählröhrchen überführt.  

Anschließend erfolgte die Auszählung im Szintillationszähler.  

3.3.4 Auswertung 

Die ermittelten Werte für DNA und Proteingehalt wurden für jeden Parameter zuein-

ander in das Verhältnis gesetzt. Diese cpm:DNA-Ratio diente als Maß für die relative 

Proteinsyntheserate.  

Hypertrophie bedeutet definitionsgemäß Massenzunahme der Einzelzelle, gesteigerte 

Proteinsynthese erlaubt somit Rückschluß auf das Ausmaß zellulärer Hypertrophie.  

 

Verglichen wurde hierbei zunächst innerhalb der jeweiligen Zellart stimulierter und un-

stimulierter Wert, z. B. Linie 1142 plus Isoproterenol vs. Linie 1142 in reinem Medium. 

Diese Werte, ausgedrückt in „% des Ausgangswertes“, ermöglichen einen direkten Ver-

gleich mit der Kontrollpopulation, d. h. hPMCA 4CI-überexprimierende Linie 1142 

gegenüber SD-Wildtyp.  
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3.4 Immunfluoreszenz und konfokale Lasermikroskopie 

3.4.1 Prinzip der indirekten Immunfluoreszenz 

In der indirekten Immunfluoreszenz finden Primär- und Sekundärantikörper Verwen-

dung. Der Primärantikörper bindet an das zu detektierende Protein. Im zweiten Schritt 

wird nun dieser erste Antikörper von einem zweiten (Sekundär-) Antikörper nachge-

wiesen. Der Sekundärantikörper ist gegen ein Epitop des primären Antikörpers ge-

richtet. Er trägt einen Fluoreszenzfarbstoff.  

Dieses Versuchsprinzip wurde bei den Kolokalisationsstudien in neonatalen Kardio-

myozyten der Linie 1142 als Doppelfärbung durchgeführt. Zwei primäre Antikörper 

unterschiedlicher Spezieszugehörigkeit wurden parallel aufgetragen.  

Mit Hilfe der entsprechend gerichteten Sekundärantikörper kann somit in einem Ver-

such, vor allem jedoch in einer Zelle, das Vorhandensein zweier unterschiedlicher  

Proteine gezeigt werden. 

 

Die Negativkontrollen wurden in diesen Experimenten auf zwei Arten durchgeführt.  

Auf Zellen ohne Primärantikörper, ansonsten in analoger Weise behandelt, darf der 

Sekundärantikörper nichts erkennen. Anderen Zellen wurde ein Sekundärantikörper 

falscher Wirtsspezifität zugesetzt: Anti-mouse IgG darf einen vom Kaninchen stam-

menden ersten Antikörper nicht nachweisen.  

3.4.2 Versuchsablauf 

1. Tag: 

Die neonatalen Kardiomyozyten wurden für diese Versuche auf zuvor autoklavierte und 

zur besseren Zellhaftung gelatinierte Deckgläschen ausplatiert. Die Zellen wurden auch 

hier nach 48stündiger Ruhephase, d. h. am dritten Tag nach Präparation, für die Versu-

che verwendet.  

 

Nach Absaugen des Mediums und Waschen mit PBS erfolgte die Fixierung der Zellen 

in 2% Paraformaldehyd (PFA) bei Raumtemperatur. Eine Lösung aus PBS mit 

0,1% TWEEN 20 und 1% BSA permeabilisierte und blockierte die Zellen.  
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Im Anschluß an das Auswaschen der Blockierlösung wurden die Primärantikörper in 

1% PBS-BSA in der jeweiligen Verdünnung aufgetragen und über Nacht bei 4°C inku-

biert.  

 

Zur Detektion der Isoform 4CI der humanen Plasmamembran Ca2+-ATPase wurde der 

monoklonale Antikörper JA3 verwendet, der freundlicherweise von Dr. A. Filoteo und 

Dr. J. T. Penniston (Mayo Clinic and Foundation, Rochester, Minnesota, USA) zur Ver-

fügung gestellt wurde. Die Isoformspezifität dieses Antikörpers wurde bereits ausführ-

lich untersucht und dokumentiert (Borke et al., 1987; Caride et al., 1996; Filoteo et al., 

1997).  

Weiterhin fand der monoklonale Antikörper 5F10 (Affinity BioReagents, Hamburg) der 

Maus (IgG 2B Subtyp) Verwendung, der eine zytosolische Domäne der PMCA 

(Aminosäuren 724-783 der hPMCA 4) erkennt. Er ist weder spezies- noch isoform-

spezifisch.  

Der Nachweis des Caveolin-3 wurde mit dem polyklonalen Anti-Caveolin-3 Antikörper 

(Dianova) geführt.  

Wechselseitige Interferenzen der beiden Primärantikörper bei den Doppelfärbungen 

sollten verhindert werden, indem zunächst nur ein Antikörper über Nacht vorinkubierte. 

Der zweite wurde erst am nächsten Tag aufgetragen.  

 

2. Tag: 

Nach zweimaligem Waschen mit PBS bei den Doppelfärbungen wurde der zweite pri-

märe Antikörper aufgetragen und für 2 h bei 4°C inkubiert. Vor Zugabe der Sekundär-

antikörper sollten ausgedehnte Waschschritte mit 1% BSA-PBS unspezifische Bindun-

gen minimieren.  

Verwendete Sekundärantikörper waren TexasRed konjugiertes Anti-Kaninchen IgG und 

Cy2-konjugiertes Anti-Maus IgG in einer PBS-Verdünnung von 1:500 bzw. 1:250.  

Der Lichtempfindlichkeit der Farbstoffe wurde durch Benutzung getönter Reaktionsge-

fäße und Umhüllen der Kulturschalen mit Aluminiumfolie während des Arbeitens 

Rechnung getragen.  
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Die Inkubation erfolgte für eine Stunde bei 4°C. Abschließend wurden die Zellen noch-

mals mit PBS gewaschen. Die Deckgläschen wurden danach aus den Kulturschalen ent-

nommen und mit der zellbehafteten Seite nach unten auf Objektträger fixiert.  

Als Eindeckmedium diente Vectashield (Fa. VECTOR).  

3.4.3 Auswertung 

Die Analyse der Färbungen erfolgte mit dem BioRad MRC 1024 Konfokalmikroskop 

und dessen „LaserSharp“ Software.  

Diese computergestützte Bildauswertung ermöglicht die Zuordnung der Farbpixel zur 

jeweiligen Zellebene. Somit können Aussagen über das Verteilungsmuster des detek-

tierten Proteins getroffen werden.  

Das Vorkommen zweier Proteine in derselben Ebene stellt sich in der konfokalen Laser-

mikroskopie infolge Bildüberlagerung (Superposition) in gelber Farbe dar.  
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4 Resultate 

4.1 Apoptose und hPMCA 4CI-Überexpression 

4.1.1 Unveränderte Apoptoserate in L6-Myoblasten mit hPMCA 4CI-Überexpression 

Der Klon L6-4N, der in Northern und Western Blot eine stabile Überexpression der 

humanen Plasmamembran Ca2+-ATPase 4CI zeigt (Hammes, Dissertation 1997), wurde 

gegenüber dem Kontrollklon L6-neo5 im TUNEL-Assay analysiert.  

Erfaßt werden sollte in beiden Klonen die spontane Apoptoserate ohne Stimulus, sowie 

die Rate apoptotischer Zellen nach Induktion durch den pro-apoptotischen Stimulus 

TNF-α.  
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Abb. 2: TUNEL-Assay in hPMCA 4CI-überexprimierenden L6-4N Klonen und neo5-
Kontrollklonen zum Zeitpunkt 12 Stunden.  
Die Apoptoserate (in %) ist auf der Ordinate dargestellt, die Abszisse gibt die erfaßten 
Parameter an: DMEM (Medium ohne Stimulus), sowie TNF-α in den Konzentrationen 
200 bzw. 2000 U/ml. Ausgewertet wurde nach 12 Stunden Inkubation.  
n=3; Fehlerangabe als SEM (Standardfehler des Mittelwerts) 
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Die hPMCA 4CI-überexprimierenden L6-Klone zeigten in drei unabhängigen Experi-

menten keine signifikant veränderte Apoptoserate gegenüber den Kontrollklonen L6-

neo5; bei reiner Mediumkultivierung (DMEM) lag die Anzahl apoptotischer Zellen in 

beiden Klonen bei etwa 5% (Abb.2).  

 

Zugabe von TNF-α in zwei verschiedenen Konzentrationen erhöhte die Apoptoserate in 

den Klonen L6-neo5 und L6-4N.  

Im Anstieg gegenüber dem Ausgangswert (DMEM) zeigte sich kein signifikanter Un-

terschied zwischen den Klonen. Konzentrationserhöhung des TNF-α von 200 auf 

2000 U/ml steigerte die Rate apoptotischer Zellen nochmals, entsprechend einer Ver-

doppelung des unstimulierten (DMEM) Wertes.  

 

In diesen Versuchen beeinflußte die hPMCA 4CI-Überexpression in L6-Myoblasten 

weder die spontane noch die induzierte Apoptoseantwort.  

4.1.2 Unveränderte Apoptoserate in neonatalen Kardiomyozyten der Rattenlinie 1142 

Kardiomyozyten neonataler, d. h. 1-2 Tage alter Ratten der transgenen Linie 1142 wur-

den mittels TUNEL-Assay analysiert. Als Vergleichsgruppe dienten Herzmuskelzellen 

von wildtypischen SD-Tieren gleichen Alters.  

In der Auswertung der spontanen, nicht durch Zugabe eines pro-apoptotischen Stimulus 

induzierten Apoptoserate zeigten sich über die erfaßten Zeiträume 12, 24 und 36 Stun-

den keine Unterschiede zwischen hPMCA 4CI-überexprimierenden und wildtypischen 

Kardiomyozyten (Abb. 3).  
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Abb. 3: TUNEL-Assay mit neonatalen Kardiomyozyten der transgenen Rattenlinie 1142 
und SD-Wildtypkontrollen zu den Zeitpunkten 12, 24 und 36 Stunden.  
Dargestellt sind die Apoptoseraten in % (Ordinate) zu den auf der Abszisse angegebe-
nen Zeitpunkten; die Zellen wurden in Medium (MEM-T/I) ohne weitere Zusätze kulti-
viert. Weiße Balken stellen die SD-Kontrolltiere, schwarze Balken die Linie 1142 dar.  
n=4; SEM=Standardfehler des Mittelwerts  
 

 

Die gemittelte Rate spontan apoptotischer Zellen lag in diesen Versuchen bei ca. 20%.  

Im Vergleich zu den L6-Myoblasten zeigten die Kardiomyozyten somit in der sponta-

nen Apoptose einen vierfach höheren Ausgangswert.  

 

Im Beobachtungszeitraum von 12 bis 36 Stunden veränderten sich die Apoptoseraten 

nicht wesentlich, die Werte der erfaßten Zeitpunkte sind nahezu identisch.  
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4.2 Wachstum und hPMCA 4CI-Überexpression  

4.2.1 Vergleich des unstimulierten Wachstumsverhaltens neonataler Kardiomyozyten 

der Linie 1142 mit wildtypischen SD-Tieren 

Es war zunächst von Interesse, ob bereits in reiner Mediumkultivierung ohne Stimulus-

zugabe zwischen den beiden Vergleichsgruppen Unterschiede in der Proteinsyntheserate 

der Zellen zu ermitteln sind.  

Die ermittelte Proteinsyntheserate, ausgedrückt über die Relation „Protein zu DNA“, 

kann als Maß für die Hypertrophie der Zellen herangezogen werden.  
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Abb. 4: 3H-Leucin-Inkorporation in isolierten neonataler Kardiomyozyten der hPMCA 
4CI-überexprimierenden Linie 1142 und SD-Wildtypkontrollen.  
Die Proteinsyntheserate wurde ermittelt als cpm/DNA (Ordinate). Kardiomyozyten der 
Linie 1142 (schwarze Dreiecke) wurden gegenüber Zellen wildtypischer SD-Tiere 
(weiße Quadrate) zu den auf der Abszisse angegebenen Zeitpunkten analysiert.  
Die Kultivierung erfolgte in serumfreiem Kulturmedium (MEM-T/I).  
n=7; SEM=Standardfehler des Mittelwertes 
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Die Proteinsyntheserate beider Vergleichsgruppen stieg bis zum Zeitpunkt 24 Stunden 

annähernd parallel auf Maximalwerte; bei 36 Stunden wurde ein Absinken der Werte 

deutlich.  

Im Vergleich der Ausgangswerte bei reiner MEM-T/I Kultivierung ohne proliferative 

bzw. hypertrophieinduzierende Stimuli ergab sich somit kein Unterschied zwischen 

neonatalen Kardiomyozyten der Linie 1142 und den SD-Wildtypkontrollen (Abb. 4).  

 

 

4.2.2 Signifikant gesteigerte Proteinsyntheserate unter katecholaminerger Stimulie-

rung in neonatalen Kardiomyozyten der Linie 1142 

In weiteren Versuchen wurde der Einfluß der hPMCA 4CI-Überexpression auf die hy-

pertrophe Antwort der Kardiomyozyten bei Zugabe wachstumsstimulierender Substan-

zen untersucht.  

4.2.2.1 Phenylephrin erhöht die Proteinsynthese in Zellen der transgenen Rattenlinie 

1142 auf das 1,7fache der Wildtypkontrollen 

In neonatalen Kardiomyozyten der Linie 1142 erzielte 24- bzw. 36-stündige Inkubation 

mit Phenylephrin in einer Konzentration von 20 µM eine gegenüber SD-Kontrolltieren 

signifikant gesteigerte Proteinsyntheserate.  

Für den Zeitpunkt 24 Stunden ergab sich eine 1,2-fach gesteigerte Proteinsyntheserate 

der Kardiomyozyten mit hPMCA 4CI-Überexpression, für 36 Stunden Inkubationszeit 

stieg der Wert auf den 1,7-fachen der SD-Wildtypkontrollen an (Abb. 5). 
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Abb. 5: 3H-Leucin-Inkorporation unter Stimulatio
talen Kardiomyozyten der hPMCA 4CI-überexpr
typkontrollen.  
Die Proteinsyntheserate wurde als cpm/DNA erm
aufgetragen (Ordinate). Zellen in MEM-T/I ohn
Kontrollwerte. Die Kardiomyozyten der Linie 1
Wildtyptiere (weiße Balken) inkubierten mit Phen
erfaßt wurden die Zeitpunkte 24 und 36 Stunden (
n=6; SEM= Standardfehler des Mittelwertes; *p<0
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4.2.2.2 Isoproterenol erhöht die Proteinsynthese in Zellen der transgenen Rattenlinie 

1142 auf das 2,5fache der Wildtypkontrollen 

Nachdem sich mit Phenylephrin als Agonist α-adrenerger Rezeptoren eine signifikante 

Differenz zwischen neonatalen Kardiomyozyten der Linie 1142 und wildtypischen Zel-

len ergeben hatte, wurde in den folgenden Versuchen Isoproterenol als β-Adrenozeptor-

agonist analysiert.  

Die verwendete Konzentration 1µM war durch Daten aus eigenen Vorversuchen sowie 

der Literatur (Simpson, 1985) ermittelt worden. 
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Abb. 6: 3H-Leucin-Inkorporation unter Stimulatio
len Kardiomyozyten der hPMCA 4CI-überexprim
typkontrollen.  
Die Proteinsyntheserate wurde als cpm/DNA erm
aufgetragen (Ordinate). Zellen in MEM-T/I ohne
Die Kardiomyozyten der Linie 1142 (schwarze Ba
Balken) inkubierten mit 1 µM Isoproterenol über 1
n=7; SEM=Standardfehler des Mittelwertes; *p<0
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Die neonatalen Kardiomyozyten der hPMCA 4CI-überexprimierenden Linie 1142 

zeigten unter Stimulation mit 1 µM Isoproterenol zum Zeitpunkt 24 Stunden eine ge-

genüber SD-Wildtypkontrollen 2,5-fach gesteigerte Proteinsyntheserate (Abb. 6).  

Dies entspricht einer Zunahme in den transgenen Zellen gegenüber dem unstimulierten 

Kontrollwert (MEM-T/I) um 75%. Dagegen bewirkt Isoproterenol in den Kardiomyo-

zyten wildtypischer SD-Ratten eine Abnahme der Proteinsyntheserate um rund 30% 

gegenüber des Ausgangswertes in reinem Medium.  

Die signifikante Differenz ergibt sich somit interessanterweise aus der gesteigerten 

Proteinsyntheserate in Zellen der Linie 1142 bei gleichzeitig verminderter Proteinsyn-

theserate in den SD-Kontrollen.  

Für den ebenfalls untersuchten Zeitpunkt 12 Stunden erzielten beide Vergleichsgruppen 

Steigerungen der Proteinsyntheserate um 45% (Linie 1142) bzw. 25% (SD-Wildtyp) 

gegenüber den Ausgangswerten.  

 

 

 

Somit induzierten in den durchgeführten Experimenten sowohl Phenylephrin als 

Agonist an α-adrenergen Rezeptoren als auch Isoproterenol als β-Agonist in den neo-

natalen Kardiomyozyten eine hypertrophe Antwort in Form einer meßbar gesteigerten 

Proteinsyntheserate (Abb. 5 und 6).  

Die hPMCA 4CI-überexprimierenden Kardiomyozyten der Linie 1142 zeigten hierbei 

unter Stimulation durchweg gesteigerte Raten der Proteinsynthese im Vergleich zu SD-

Wildtypkontrollen, nachdem zuvor in den Ausgangswerten, d. h. bei serumfreier MEM-

T/I Kultivierung, keine Unterschiede im Wachstum ermittelt werden konnten (Abb. 4).  
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4.3 Kolokalisation der hPMCA 4CI mit Caveolin-3 in neonatalen 

Kardiomyozyten 

Die Frage nach der genauen Lokalisation der Plasmamembran Ca2+-ATPase in den 

Myokardzellen wurde mittels Immunfluoreszenztechnik und anschließender computer-

gestützter Auswertung der konfokalen Lasermikroskopie untersucht.  

Neonatale Kardiomyozyten beider Vergleichsgruppen wurden einander gegenüberge-

stellt.  

Von Interesse in diesem Zusammenhang war die Verteilung der transgen exprimierten 

Isoform hPMCA 4CI im Vergleich zur endogen vorhandenen Ratten-PMCA.  

Die Verwendung eines hPMCA 4CI-isoformspezifischen sowie eines unspezifischen 

Antikörpers gegen die PMCA ermöglichte die Analyse dieser Fragestellung.  

4.3.1 Vergleich der transgenen Rattenlinie 1142 vs. Wildtypkontrollen 

In den Abbildungen 7 a-c sind Herzmuskelzellen der Linie 1142 dargestellt, Abb. 7 d-f 

zeigt die SD-Wildtypkontrollen.  

Die grün fluoreszierenden Bildpunkte (sog. Pixel) zeigen in den Abbildungen 7 die Fär-

bung der Plasmamembran Ca2+-ATPase an.  

 

Der für die humane Isoform PMCA 4 spezifische Antikörper JA3 wurde als monoklo-

naler Antikörper mittels Cy2TM-fluoreszenzmarkiertem Anti-Maus IgG erfaßt.  

Rote Pixel repräsentieren Caveolin-3, der verwendete polyklonale Antikörper wurde 

durch TexasRed-gekoppeltes Anti-Kaninchen IgG nachgewiesen.  

Bereiche, in denen beide Färbungen in derselben Bildebene liegen (Superposition), 

werden in der Konfokalmikroskopie gelb dargestellt.  

 

 34



 

 

a
 

b
 

c
 

d
 

e
 

f
 

g

 

h

 

i 50 µm

 

 

Abb. 7: Konfokale Lasermikroskopie in neonatalen Kardiomyozyten der Linie 1142  
(a-c) und SD-Wildtypkontrollen (d-f).  
In den Immunfluoreszenzen zeigen grüne Bildpunkte die hPMCA 4CI (Antikörper JA3) 
(a, d). Rote Pixel geben die Verteilung des Caveolin-3 an (b, e).  
Die Kolokalisation beider Proteine (Superposition) wird gelb dargestellt (c, f). 
Die Negativkontrollen (g-i) vermitteln die Spezifität der Antikörper. 
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Die Immunfluoreszenz mit Antikörpern gegen die PMCA und Caveolin-3 zeigte eine 

Kolokalisation beider Proteine. Computergestützte Bildanalyse ergab, daß der über-

wiegende Teil der Plasmamembran Ca2+-ATPase (~60%) mit Caveolin-3 kolokalisiert 

war (Abb. 7).  

Die Technik der Immunfluoreszenz in Doppelfärbung bestätigte somit die Anreicherung 

der PMCA in den Caveolae oder, nach neuerer Nomenklatur, Mikrodomänen.  

In den Zellen der wildtypischen SD-Ratten zeigte sich mit dem Antikörper JA3 jedoch 

ebenfalls ein Signal für die PMCA, wenngleich deutlich schwächer (Abb. 7d).  

Die dargestellten Negativkontrollen vermitteln die Spezifität des Antikörpers in den 

Immunfluoreszenzfärbungen. 

4.3.2 Vergleich der Lokalisation des transgenen Enzyms und endogen exprimierter 

Plasmamembran Ca2+-ATPase 

In Abb. 8 sind Immunfluoreszenzen neonataler Kardiomyozyten der Linie 1142 zu 

sehen. Abb. 8a zeigt den Nachweis der in den transgenen Tieren exprimierten humanen 

Isoform 4 der Plasmamembran Ca2+-ATPase mittels Antikörper JA3 (grüne Pixel).  

In Abb. 8d wurde der Antikörper 5F10 verwendet; er detektiert spezies- und isoform-

unspezifisch die Plasmamembran Ca2+-ATPase. Dies bedeutet, daß sowohl die trans-

gene hPMCA 4CI als auch endogen exprimierte Formen erkannt werden (grün).  

In der zweiten Reihe (Abb. 8b bzw. e) stellt sich Caveolin-3 in roter Farbe dar.  

Die letzte Bildreihe (Abb. 8c bzw. f) zeigt in gelber Farbe die Überlagerung (Super-

position) beider Proteine.  

 

Der Vergleich beider PMCA-Färbungen mit spezifischem und unspezifischem Anti-

körper läßt den Schluß zu, daß das transgen exprimierte Enzym inmitten endogen vor-

handener PMCA lokalisiert ist. Erwartungsgemäß ist die Anzahl grüner Bildpunkte in 

Abb. 8a deutlich geringer als in Abb. 8d.  

Außerhalb der caveolären Areale ist ebenfalls Plasmamembran Ca2+-ATPase nachzu-

weisen; die Verteilung des Enzyms ist somit nicht beschränkt auf die Subkomparti-

mente. Neben kleinen, klar abgrenzbaren Komplexen in gelber Farbe fallen größere, 

eher diffus strukturierte auf.  
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4.4 Mögliche Interaktion zwischen Plasmamembran Ca2+-ATPase          

und NO-Synthase in neonatalen Kardiomyozyten 

Die Auswirkung einer Inhibition der NOS auf das Wachstumsverhalten sollte in iso-

lierten Kardiomyozyten transgener und wildtypischer SD-Ratten untersucht werden.  

Als Inhibitor der NOS diente Lω-Nitro-Arginin-Methylester (L-NAME), die Versuche 

wurden in Analogie zu den vorangegangenen 3H-Leucin Experimenten durchgeführt.  

Versuche mit Isoproterenol und L-NAME parallel schlossen sich unter der Fragestel-

lung einer veränderten Ansprechbarkeit der β-Rezeptoren durch die NOS-Inhibition an. 

Die Hypothese einer gegenseitigen Interaktion von PMCA und NOS sollte durch beide 

Ansätze weiter aufgeklärt werden. 

4.4.1 NOS-Inhibition durch Lω-Nitro-Arginin-Methylester (L-NAME) wirkt in   

neonatalen Kardiomyozyten als Hypertrophiestimulus  

L-NAME erzielte in den neonatalen Kardiomyozyten gegenüber den Ausgangswerten in 

reinem Medium Proteinsynthesesteigerungen von 200% in den SD-Wildtyptieren 

respektive 150% in den Zellen der Linie 1142 zum Zeitpunkt 6 Stunden (Abb. 9a, 1. 

Balkenreihe).  

Die Inhibition der NOS durch L-NAME induzierte in den neonatalen Kardiomyozyten 

eine Steigerung der Proteinsynthese, welche in ihrer Höhe jener durch Isoproterenol 

nahezu entspricht (Abb. 9a, 2. Balkenreihe). 

 

Bei der Auswertung der Proteinsyntheseraten nach einer Inkubationszeit von 24 Stun-

den konnte keine Steigerung durch Zugabe von L-NAME nachgewiesen werden.  

In beiden Vergleichsgruppen wurden etwa die Ausgangswerte (Linie 1142 sogar minus 

20%) erreicht (Abb. 9b, 1. Balkenreihe). Der hypertrophe Effekt von L-NAME ließ also 

eine Abhängigkeit von der Zeit erkennen.  

Im Vergleich der hPMCA 4CI-überexprimierenden und wildtypischen neonatalen Kar-

diomyozyten wurde kein verändertes Wachstumsverhalten unter NOS-Inhibition festge-

stellt. 
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Abb. 9a: Zeitpunkt 6h 
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4.4.2 Die Plasmamembran Ca2+-ATPase moduliert die Wachstumsantwort auf     

NOS-Inhibition durch L-NAME  

Unterschiede zwischen den neonatalen Kardiomyozyten der Linie 1142 und SD-Wild-

typtieren manifestierten sich erst in der Kombination beider Stimuli (Abb. 9a, 3. Bal-

kenreihe): zum Zeitpunkt 6 Stunden reagierten die transgenen Herzmuskelzellen mit 

einer gegenüber Kontrollen 1,6-fach (p<0,05) verstärkten Proteinsyntheserate.  

Dies entspricht einer Steigerung des Effekts beider Stimuli alleine auf doppelte Werte in 

SD-Wildtypzellen, für die Myozyten der Linie 1142 sogar auf dreifache Werte.  

 

Zum Zeitpunkt 24 Stunden konnte dagegen in den überexprimierenden Herzmuskelzel-

len kein Effekt einer NOS-Inhibition auf die unter Isoproterenolzugabe erreichte Pro-

teinsyntheserate beobachtet werden (Abb. 9b, 3. Balkenreihe), es wurden exakt die 

Werte für Isoproterenol als alleinigem Stimulus reproduziert.  

Im Unterschied hierzu erreichten die wildtypischen Zellen bei 24 Stunden unter Isopro-

terenol alleine lediglich 70% des Ausgangswerts, ein Ergebnis, das die Resultate der 

vorangegangenen Versuche bestätigt. Unter L-NAME und Isoproterenol in Kombination 

zeigte sich dagegen eine Steigerung der Proteinsyntheserate auf annähernd 200%, so 

daß hier die Myozyten der SD-Kontrolltiere deutlich über den Werten der Linie 1142 

lagen (Abb. 9b, 3. Balkenreihe).  

 

Es ist also ersichtlich, daß die Blockade der NOS durch L-NAME in neonatalen Kar-

diomyozyten eine vermehrte Ansprechbarkeit des β-Adrenozeptors zur Folge hatte.  

Die gleichzeitige Applikation von L-NAME verhinderte in den Herzmuskelzellen der 

SD-Wildtypkontrollen das zuvor beobachtete Absinken der Proteinsyntheserate unter 

Isoproterenol als alleinigem Stimulus. 
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5 Diskussion 

Die enge Verknüpfung des Kalziums am Herzen mit der Regulation von Kontraktion 

und Relaxation ist bereits seit langem bekannt. In der kalziumabhängigen Modulation 

langfristiger zellulärer Prozesse, wie beispielsweise Wachstum und Differenzierung, 

wird die Bedeutung der an der Kalziumhomöostase beteiligten Parameter über die Ab-

läufe von Schlag zu Schlag hinaus deutlich.  

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war die Funktionsanalyse der Plasmamembran 

Ca2+-ATPase, deren diskutierte Rolle in Wachstumsregulation und Signaltransduktion 

näher charakterisiert werden sollte.  

Im folgenden werden die Ergebnisse dieser Arbeit nach thematischen, konzeptionellen 

und inhaltlichen Gesichtspunkten diskutiert; hierzu gelangen eigene Daten zur Gegen-

überstellung mit Resultaten und Thesen aus der Literatur.  

Ein Ausblick auf die sich aus der Arbeit ergebenden möglichen Perspektiven für For-

schung und Therapie im Rahmen des Forschungsgebietes Herzinsuffizienz/Herzhyper-

trophie schließt dieses Kapitel ab.  

5.1 Apoptose und hPMCA 4CI-Überexpression 

Die Apoptose, der genetisch determinierte Zelltod, spielt eine wichtige Rolle bei der 

Aufrechterhaltung der Homöostase eines Gewebes. Zahlreiche physiologische und pa-

thologische Wachstumsvorgänge in unterschiedlichsten Zellarten und -verbänden sind 

eng verknüpft mit apoptotischen Zelluntergängen.  

 

Auch am Herzen spielt nach jüngsten Erkenntnissen die Balance zwischen proliferati-

ven und apoptotischen Prozessen eine entscheidende Rolle, sowohl in der embryonalen 

Entwicklung als auch im adulten, ausdifferenzierten Organ (MacLellan und Schneider, 

1997). Bei zahlreichen Herzerkrankungen lassen sich vermehrt apoptotische Zellunter-

gänge nachweisen, beispielsweise beim Infarktgeschehen (Saraste et al., 1996; Kajstura 

et al., 1996).  
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Kardiale Hypertrophie und Apoptose erscheinen hierbei zunächst als entgegengesetzte 

Prozesse. Neuere Untersuchungen weisen jedoch auf eine enge Korrelation hin; tatsäch-

lich scheint die Hypertrophie des Herzens eingeleitet bzw. begleitet zu werden von einer 

Woge myozytärer Apoptose (Hamet et al., 1995; Teiger et al., 1996).  

Die Signalwege, über die der Eintritt einer Zelle in den programmierten Zelltod ge-

steuert wird, sind paradoxerweise eng gekoppelt mit denen der Mitose (Fadeel et al., 

1999).  

5.1.1 Untersuchungen am Modell der L6-Myoblasten 

Die Überexpression der hPMCA 4CI in L6-Klonen beeinflußte die Apoptoseraten im 

Vergleich zu neo5-Kontrollklonen nicht. Weder die spontane noch die durch Zugabe 

von TNF-α induzierte Apoptose war bei den L6-4N Klonen signifikant verändert (vgl. 

Resultate: Abb. 2).  

TNF-α vermochte in beiden Klonen die Zahl apoptotischer Zellen zu steigern, Konzen-

trationserhöhung des Tumornekrosefaktors führte zu einer nochmaligen Steigerung.  

 

Interessanterweise scheint der Differenzierungsgrad eine wesentliche Rolle bei der 

Apoptose von Muskelzellen zu spielen. Untersuchungen der Mäuse-Myoblastenlinie 

C2C12 zeigen eine im Laufe der myogenen Differenzierung auftretende Apoptose-

resistenz: ausdifferenzierte Myotuben gehen nicht mehr in den programmierten Zelltod 

ein (Wang und Walsh, 1996).  

Die L6-Zellen der vorliegenden Arbeit befanden sich zum Zeitpunkt der Versuche 

mittels dUTP-nick-end-labeling (TUNEL)-Technik im Stadium der Vordifferenzierung, 

d. h. es wurden Myoblasten verwendet. Sie zeigten spontane Apoptoseraten von ca. 5%, 

Zugabe von TNF-α in einer Konzentration von 2000 U/ml verdoppelte diese Ausgangs-

werte.  

Die Myoblasten waren somit erwartungsgemäß sensibel für pro-apoptotische Stimuli.  
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Zuvor durchgeführte Experimente konnten eine signifikant beschleunigte myogene Dif-

ferenzierung bei den hPMCA 4CI-überexprimierenden L6-Myoblasten nachweisen 

(Hammes et al., 1996).  

Die Apoptoseraten zeigen sich hiervon unberührt, ein Einfluß der hPMCA 4CI-Überex-

pression auf diesen Zellparameter scheint in den L6-Klonen nicht zu bestehen.  

5.1.2 TUNEL-Assay an isolierten neonatalen Kardiomyozyten 

Die Experimente an neonatalen Kardiomyozyten wurden in Analogie zu den Myo-

blasten mittels TUNEL-Verfahren durchgeführt.  

Im Vergleich der spontanen Apoptoseraten konnte kein Unterschied zwischen Herz-

muskelzellen der hPMCA 4CI-überexprimierenden Rattenlinie 1142 gegenüber den-

jenigen wildtypischer SD-Tiere festgestellt werden.  

 

Über die erfaßten Zeiträume 12, 24 und 36 Stunden bewegen sich die Apoptoseraten 

konstant bei ca. 20%. Dieser auf den ersten Blick hohe Wert ist in Relation zu präpara-

tionsbedingt entstehendem oxidativem und mechanischem Streß („shear stress“) zu set-

zen.  

 

Die Rolle des Kalziums und folglich auch der kalziumabhängigen Moleküle in der 

Signalkaskade der Apoptose wird kontrovers diskutiert.  

Während die Erhöhung des intrazellulären Kalziums in einigen Arbeiten als Auslöser 

der apoptotischen Antwort gesehen wird, belegen andere Untersuchungen eine Inhibi-

tion der Apoptose durch hohe zytosolische Kalziumspiegel (Nicotera und Orrenius, 

1998; Jayaraman und Marks, 1997). Das anti-apoptotische Protein Bcl-2 etwa reduziert 

die Kalziumfreisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum, d. h. es senkt die [Ca2+]i 

(Lam et al., 1994).  

Jüngste Untersuchungen von Garcia et al. wiesen für Phäochromozytom-PC12-Zellen 

mit Überexpression der PMCA 4b eine verringerte Apoptoseempfindlichkeit auf un-

physiologisch hohe intrazelluläre Kalziumkonzentrationen nach (Garcia et al., 2001).  
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In den Untersuchungen mittels TUNEL-Assay fand der Gedanke einer möglicherweise 

veränderten spontanen Apoptoseantwort durch die Überexpression der Plasmamembran 

Ca2+-ATPase keine Bestätigung.  

Im Hinblick auf die nachfolgenden Wachstumsexperimente war somit zunächst von 

einer unveränderten Viabilität der Zellen auszugehen. 

5.2 Wachstum und hPMCA 4CI-Überexpression 

Ein Einfluß der Plasmamembran Ca2+-ATPase auf Wachstum und Proliferation ist 

bereits in verschiedenen Zelltypen beschrieben, so etwa in glatten Muskelzellen (Husain 

et al., 1997) oder Endothelzellen aus der Aorta der Ratte (Liu et al., 1996).  

Hammes wies in ersten Experimenten gesteigertes Wachstum, gemessen an der Zu-

nahme des Gesamtproteins nach Stimulation mit fetalem Kälberserum, in neonatalen 

Kardiomyozyten der Linie 1142 gegenüber SD-Wildtypkontrollen nach (A. Hammes, 

Dissertation 1997).  

 

In der vorliegenden Arbeit wurden spezifische Induktoren der kardialen Hypertrophie, 

die Katecholamine, in ihrer Wirkung auf die Primärkulturen analysiert.  

Das Wachstumsverhalten der Linie 1142 wurde zuvor bei serumfreier Mediumkultivier-

ung den SD-Wildtypkontrollen gegenübergestellt, um unstimulierte Vergleichswerte zu 

erzielen.  

5.2.1 Transgene Rattenlinie 1142 vs. SD-Wildtyp: Vergleich der unstimulierten 

Wachstumsverläufe 

In den Versuchen zeigt sich über die erfaßten Zeitpunkte ein annähernd paralleler Ver-

lauf der Wachstumskurven von neonatalen Kardiomyozyten mit hPMCA 4CI-Überex-

pression und den Zellen wildtypischer Tiere (vgl. Resultate: Abb. 4).  

Deutlich wird ein Anstieg der Werte bis zum Zeitpunkt 24 Stunden, bei 36 Stunden 

sinken die erzielten Proteinsyntheseraten ab.  
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Bisher liegen keinerlei Hinweise für kardiale Auffälligkeiten der transgenen Tiere vor, 

insbesondere kommt es nicht zum Auftreten einer spontanen Hypertrophie.  

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, daß die Überexpression der Plasmamembran 

Ca2+-ATPase in unstimulierten, ruhenden Primärkulturen neonataler Kardiomyozyten 

die Proteinsyntheseaktivität nicht in signifikanter Weise beeinflußt.  

Dies könnte auf zellulärer Ebene die Beobachtung eines unauffälligen kardialen Phäno-

typs bei Tieren der Linie 1142 bestätigen.  

 

Die nahezu gleichen Ausgangswerte beider Zellpopulationen ermöglichten für die nach-

folgenden Versuche eine eindeutige Wertung auftretender Differenzen als Effekt des 

jeweils eingesetzten Stimulus.  

5.2.2 Katecholaminerge Stimuli führen in neonatalen Kardiomyozyten der Linie 1142 

zu signifikant gesteigerten Proteinsyntheseraten  

Nachdem in den Experimenten mit serum- und zusatzfreiem Kulturmedium kein Unter-

schied zwischen den Kardiomyozyten beider Vergleichsgruppen ermittelt werden 

konnte, wurde im folgenden die Proteinsyntheseaktivität der Herzmuskelzellen unter 

katecholaminerger Stimulation untersucht.  

 

Die Rolle adrenerger Stimuli und ihrer Prozessierung über die α- und β-Rezeptoren der 

Zelle im Rahmen der Vermittlung proliferativer Reize wird in der Literatur nicht ein-

heitlich diskutiert.  

Simpson beschrieb die Vermittlung des Wachstumsstimulus über die α1-Rezeptoren, 

wohingegen er den β-Adrenozeptoren die Steuerung der Kontraktilität zuordnete 

(Simpson, 1985).  

Autelitano und Woodcock zufolge ist lediglich ein Subtyp der α1-Rezeptoren, α1A, 

zuständig für die Übermittlung proliferativer und hypertrophieinduzierender Stimuli 

(Autelitano und Woodcock, 1998).  

In einigen Zellarten, beispielsweise glatten Muskelzellen des Bronchialepithels, führt 

die Aktivierung des β-adrenergen Signalwegs zu einer Inhibierung proliferativer Pro-

zesse (Schramm et al., 1996).  
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Für Myokardzellen konnte dagegen die Induktion der Hypertrophie über diesen Weg 

gezeigt werden (Zou et al., 1999).  

Wong und Mitarbeiter untersuchten die Auswirkungen des β2-selektiven Agonisten 

Clenbuterols im humanen Herzen. Während Isoproterenol zur Myokardfibrose infolge 

Zunahme des interstitiellen Kollagens führt, bewirkt der selektive Agonist Clenbuterol 

lediglich eine Proteinzunahme der Einzelzelle ohne begleitende Fibrosierung (Wong et 

al., 1997). Hieraus resultiert eine trotz Hypertrophie unveränderte linksventrikuläre 

Funktion.  

Daß adrenerge Stimuli über α- und β-Rezeptoren in adulten Herzmuskelzellen zur 

Hypertrophie führen, wird von Pinson und Mitarbeitern beschrieben (Pinson et al., 

1993). Die Aktivierung der hypertrophieinduzierenden Phosphorylierungskaskade 

raf 1/MAP-Kinase in synergistischer Weise über PKC und PKA, d. h. über die Signal-

kaskade beider Rezeptortypen, wurde von Yamazaki in neonatalen Kardiomyozyten der 

Ratte gezeigt (Yamazaki et al., 1997).  

 

In der vorliegenden Arbeit wurde exemplarisch ein α- und β-adrenerger Agonist unter-

sucht.  

5.2.2.1 Der α-adrenerge Stimulus Phenylephrin 

In neonatalen Kardiomyozyten der Linie 1142 erzielte Phenylephrin eine gegenüber den 

SD-Kontrolltieren signifikant gesteigerte Proteinsyntheserate (vgl. Resultate: Abb. 5).  

 

Phenylephrin gilt in Kardiomyozyten und anderen Zellarten als Induktor zellulärer 

Hypertrophie (Yamazaki et al., 1997).  

Als Agonist an α-Adrenozeptoren bewirkt Phenylephrin in Myokardzellen einen An-

stieg des Gehalts kontraktiler, z. B. myosin light chain-2 (MLC-2) und nicht-kontrak-

tiler Proteine, etwa des atrialen natriuretischen Faktors (Knowlton et al., 1991). 

Darüberhinaus können die Induktion bestimmter Isoformen der kontraktilen Proteine 

sowie die Re-Expression fetaler Marker beobachtet werden (Chien et al., 1991).  

Diese sowohl quantitativ als auch qualitativ veränderte Syntheseaktivität gilt als charak-

teristisch für die hypertrophe Zellantwort.  
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Die Signalwege von der Stimulierung eines Rezeptors bis zur qualitativ und/oder 

quantitativ veränderten Proteinsyntheseaktivität der Zelle sind seit mehreren Jahren 

Gegenstand intensiver Forschung. Dennoch sind die genauen Mechanismen dieser 

komplexen Anpassungsreaktion noch nicht endgültig verstanden.  

In letzter Zeit richtete sich das Augenmerk auf die permissive Rolle regulatorischer 

Proteinkinasen, beispielsweise die MAP- („mitogen-activated protein“) Kinasen (ERK, 

JNK und p38), gp130 und die Proteinphosphatase Calcineurin, um nur einige zu nennen 

(Übersicht in Molkentin und Dorn, 2001).  

Die Vielzahl der beteiligten Signalwege und -moleküle macht deutlich, daß es sich nicht 

um einen einzelnen, allein relevanten Signalweg handelt. Offenkundig interagieren 

mehrere Signalwege im Sinne einer „Transduktionskooperation“. 

 

 

Die Phosphorylierungskaskade über die Proteinkinase C – möglicher Interaktions-

partner der PMCA? 

Phenylephrin aktiviert die Proteinkinase C, ebenso wie Endothelin 1, Angiotensin II 

aber auch mechanische Reize, etwa Dehnung. Alle genannten Stimuli führen in Herz-

muskelzellen zur Hypertrophie (Molkentin und Dorn, 2001). Die Aktivierung der Pro-

teinkinase C ist hierbei als initialer Schritt zu werten, in deren Folge weitere Kaskaden, 

beispielsweise der raf 1/ERK-Signalweg, aktiviert werden (Yamazaki et al., 1997). 

Bowman und Mitarbeiter wiesen in Untersuchungen an Mäusen die Induktion der 

Hypertrophie durch Überexpression der PKC in adulten Tieren nach, während in Neo-

naten das Auftreten plötzlicher Herztode zu beobachten war (Bowman et al., 1997).  

Über die Phosphorylierung von Serin- und Threoninresten aktiviert dieses 77kD-Enzym 

zahlreiche Proteine, so auch die Plasmamembran Ca2+-ATPase.  

Als Ort der Phosphorylierung durch die PKC konnte die calmodulinbindende Domäne 

der PMCA identifiziert werden (Wang et al., 1991). Kuo und Mitarbeiter zeigten eine 

PKC-abhängige Regulation der Genexpression für die Isoform 1 der PMCA (Kuo et al., 

1991).  
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In der inaktiven Form ist die Proteinkinase im Zytosol lokalisiert, durch Aktivierung 

transloziert sie zur Zellmembran. Für die Isoform α der Proteinkinase C konnte wie 

auch für die PMCA die Lokalisation in Caveolae, spezialisierten Mikrodomänen der 

Plasmamembran, nachgewiesen werden (Mineo et al., 1998).  

Denkbar wäre ein Interagieren beider Moleküle im Rahmen der hypertrophieinduzier-

enden Signalkaskade in den Caveolae. Der α-adrenerge Stimulus wird in den überex-

primierenden Kardiomyozyten effizienter umgesetzt, möglicherweise initiiert die 

PMCA die Translokation der PKC zur Zellmembran. Somit stünde mehr aktivierte 

Proteinkinase C zur Verfügung, was die beobachtete Verstärkung der phenylephrin-

induzierten Signalkaskade erklären könnte.  

 

Im Rahmen dieser Arbeit wird auf Veränderungen der genetischen Marker der Hyper-

trophie nicht eingegangen.  

Eine jüngst publizierte Arbeit ergab jedoch in Ventrikeln der transgenen Rattenlinie 

1142 eine verringerte BNP- („brain natriuretic peptide“) Genexpression unter Endo-

thelin 1-Stimulation (Piuhola et al., 2001), so daß ein Einfluß der PMCA-Überexpres-

sion auch auf genetischer Ebene vorzuliegen scheint.  

5.2.2.2 Der β-adrenerge Stimulus Isoproterenol 

Analog zu den Experimenten mit Phenylephrin durchgeführte Versuche mit dem β-

adrenergen Stimulus Isoproterenol ergaben für die neonatalen Kardiomyozyten der 

Linie 1142 eine 2,5-fach gesteigerte Proteinsyntheserate, während in den wildtypischen 

Zellen eine Abnahme der Syntheseleistung unter Isoproterenol zu verzeichnen war (vgl. 

Resultate, Abb. 6).  

In den hPMCA 4CI-überexprimierenden Herzmuskelzellen war Isoproterenol ein 

Hypertrophiestimulus, wie zuvor der α-adrenerge Agonist Phenylephrin.  

Der Abfall der Proteinsynthese in den wildtypischen Myozyten ist möglicherweise auf 

ein zytotoxisches Geschehen, etwa infolge Kalziumüberladung unter katecholaminerger 

Stimulation, zurückzuführen.  
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Die PMCA – ein kardioprotektives Enzym?  

Hohe lokale Katecholaminkonzentrationen üben auf Myozyten aufgrund intrazellulärer 

Kalziumüberladung direkt toxische Effekte aus, es kommt zu Störungen der mikrotubu-

lären Strukturen der Zelle (Hori et al., 1994). Unter anhaltender und hochdosierter kate-

cholaminerger Stimulation werden im Myokard sowohl Nekrose als auch Apoptose der 

Herzmuskelzellen beobachtet (Sabbah, 1999).  

Communal et al. zeigten die Relevanz des β-adrenergen Signalweges für den pro-apop-

totischen Effekt von Noradrenalin (Communal et al., 1998). Untersuchungen an Gsα-

überexprimierenden Mäusen, in denen apoptotische Zelluntergänge der Kardiomyo-

zyten auftreten, bestätigen dies (Geng et al., 1999).  

Die bereits erwähnte Studie von Garcia et al. belegt, daß unphysiologisch hohe intra-

zelluläre Kalziumkonzentrationen in PMCA 4b-überexprimierenden Phäochromo-

zytom-Zellen (PC12) weniger Apoptose hervorrufen (Garcia et al., 2001).  

Während sich zuvor in den TUNEL-Versuchen kein Unterschied der spontanen Apop-

toseraten zeigte, lassen die unter Isoproterenol beobachteten Differenzen zwischen 

transgenen und wildtypischen Kardiomyozyten eine veränderte Viabilität beider Zell-

gruppen vermuten. Die naheliegendste Erklärung hierfür liegt in der Annahme, daß die 

Überexpression der Plasmamembran Ca2+-ATPase in den Zellen der Linie 1142 einen 

Anstieg der [Ca2+]i auf zytotoxisches Niveau verhindert.  

 

Eine zweite Hypothese ginge von einer durch PMCA-Überexpression veränderten 

caveolären Signalübertragung aus, die einen katecholaminergen „overdrive“ auf Ebene 

des Rezeptors, der involvierten G-Proteine (Gs/Gi) oder der Adenylylzyklase reguliert. 

Alle genannten Elemente des β-adrenergen Signalweges konnten in Caveolae nachge-

wiesen werden (Shaul und Anderson, 1998).  

Für einzelne Isoformen der Adenylylzyklase wurde bereits eine Regulation durch 

Kalzium und Caveolin gezeigt (Fagan et al., 2000), in Herzmuskelzellen bildet 

Caveolin-3 einen Komplex mit der Adenylylzyklase Typ V (Schwencke et al., 1999).  
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Unter dem Aspekt einer kardioprotektiven Rolle der PMCA gewinnen die bereits er-

wähnten Daten von Piuhola und Mitarbeitern, wonach die Überexpression der PMCA 

verringerte BNP-Genexpression unter ET-1 bewirkt (Piuhola et al., 2001), eine interes-

sante Bedeutung: beginnendes Pumpversagen bei Patienten mit Herzinsuffizienz ist 

charakterisiert durch einen Anstieg der natriuretischen Peptide ANP und BNP.  

Die Höhe der BNP-Konzentration im Serum kann als Marker der linksventrikulären 

Funktion dienen (Kjaer und Hesse, 2001), und beeinhaltet sowohl diagnostische wie 

auch potentiell therapeutische Ansätze.  

 

 

Veränderte β-adrenerge Signaltransduktion bei Herzinsuffizienz 

Der Übergang des druckbelasteten Herzens bei arterieller Hypertension zu Hypertrophie 

und schließlich zur Herzinsuffizienz wird begleitet von entscheidenden Veränderungen 

im β-adrenergen System (Bristow, 1997).  

In Patienten mit Herzinsuffizienz finden sich erhöhte Serumkonzentrationen der Kate-

cholamine, gleichzeitig jedoch ein vermindertes Ansprechen des Myokards auf diese 

Stimuli. Die Dichte der β-Adrenozeptoren nimmt ab („down-regulation“), noch vorhan-

dene Rezeptoren zeigen eine Abnahme der Sensitivität (Bristow, 1997).  

 

Anhaltende katecholaminerge Stimulation führt zu myozytärem Zelluntergang infolge 

Apoptose (Shizukuda et al., 1998) und Nekrose (Sabbah, 1999). Bei Patienten mit idio-

pathischer dilatativer Kardiomyopathie finden sich Autoantikörper gegen β-adrenerge 

Rezeptoren mit intrinsischer Aktivität, auch hier kommt es zu zytotoxischer Kalzium-

überladung der Myozyten (Gilbert et al., 1993; Magnusson et al., 1994).  

 

Als wichtiger Schritt in der Progression der hypertensiven kardialen Hypertrophie zur 

Herzinsuffizienz wurde im Tiermodell der „spontaneous hypertensive and heart failure“ 

(SHHF) Ratte eine Zunahme in Expression und Aktivität der β-Adrenozeptor-Kinase 1 

(βARK1) beobachtet, was die Ansprechbarkeit der β-Rezeptoren herabsetzt (Anderson 

et al., 1999). Gomez et al. wiesen in den hypertrophierten Herzen hypertensiver Dahl 

salt-sensitive-Ratten einen verringerten Kalziumausstrom aus dem sarkoplasmatischen 

Retikulum als Antwort auf die elektrische Depolarisation nach (Gómez et al., 1997).  
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Diese Störung der elektromechanischen Koppelung war im Stadium der Hypertrophie 

durch Isoproterenolgabe zu beheben, wohingegen bei Ratten im Stadium der Herz-

insuffizienz kein Ansprechen auf den β-adrenergen Stimulus mehr zu verzeichnen war 

(Gómez et al., 1997).  

 

Nur aus der Kenntnis der molekularen Vorgänge wird ein Ableiten potentieller Thera-

pieansätze möglich, wie dies bereits durch die Anwendung der β-Blocker in der 

Therapie der Herzinsuffizienz erfolgt. Zunächst scheinbar paradox, da aufgrund negativ 

inotroper und chronotroper Wirkung akut eine Verschlechterung der linksventrikulären 

Funktion zu erwarten ist, profitieren unter langfristiger Gabe die Patienten von einer 

verbesserten Belastbarkeit in Ruhe und Belastung (Sabbah, 1999). Der fatale Kreislauf 

aus adrenerger Überstimulation und dekompensierendem myozytärem System wird 

durchbrochen. 

Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz zeigen außer den Veränderungen im β-adre-

nergen Signalweg auch Modifikationen der an der Kalziumhomöostase beteiligten 

Proteine. Die Abnahme in Aktivität und Expression der Ca2+-ATPase des sarkoplasma-

tischen Retikulums (SERCA) bedingt beispielsweise eine Beeinträchtigung der systo-

lischen Kraftentwicklung in Relation zur Herzfrequenz (Hasenfuss et al., 1994; Arai et 

al., 1994).  

 

Die Plasmamembran Ca2+-ATPase moduliert die Antwort der Herzmuskelzelle auf 

adrenerge Stimuli, wobei sowohl α- als auch β-adrenerger Signalweg erfaßt werden. 

Die PMCA kann somit als Bindeglied zwischen kalzium- und katecholaminvermit-

telten Prozessen im Rahmen kardialer Hypertrophie gesehen werden.  

 

In den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit liegt möglicherweise ein neuer Ansatz zur 

Beeinflussung der myokardialen Reserve unter katecholaminerger Stimulation.  
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5.3 Kolokalisation der humanen Plasmamembran Ca2+-ATPase     

Isoform 4 CI mit Caveolin-3 in neonatalen Kardiomyozyten 

Caveolae oder Mikrodomänen als hochspezialisierten Subkompartimenten der zellu-

lären Plasmamembran scheint eine Schlüsselrolle in der Prozessierung transmembra-

närer Signale zuzukommen (Lisanti et al., 1994). Der Gedanke einer räumlichen 

Bündelung zentraler Signalmoleküle, um so Vorteile in der Koppelung gemeinsamer 

Rezeptoren und nachgeschalteter Botenstoffe zu nutzen, erscheint plausibel und bio-

logisch effizient.  

Die Funktion des Caveolins, der Hauptkomponente caveolärer Membranen, reicht über 

die eines reinen Gerüstproteins hinaus, neuere Untersuchungen belegen eine Regulation 

caveolärer Proteine durch Caveolin (Shaul und Anderson, 1998). Insbesondere inhibier-

ende Wirkungen wurden bislang beschrieben, beispielsweise für die eNOS oder die 

Adenylylzyklase (Feron et al., 1998; Toya et al., 1998). In Muskelzellen und Kardio-

myozyten wird die Isoform 3 des Caveolins exprimiert (Song et al., 1996).  

Die Lokalisation eines Proteins in den Caveolae ermöglicht Rückschlüsse auf Funktion 

und Regulation dieses Moleküls.  

5.3.1 Vergleich der transgenen Rattenlinie 1142 vs. SD-Wildtypkontrollen 

Die Plasmamembran Ca2+-ATPase war bereits 1993 mittels Immunogold-Technik in 

den Caveolae nachgewiesen worden (Fujimoto, 1993). 

Entscheidende Bedeutung zur Interpretation der Wachstumsexperimente besaß die 

Frage, ob auch die transgen exprimierte humane Isoform PMCA 4CI in den Herz-

muskelzellen der Linie 1142 in den Mikrodomänen lokalisiert war.  

Hierzu wurde der für diese Isoform spezifische Antikörper JA3 (Borke et al., 1987; 

Caride et al., 1996; Filoteo et al., 1997) in der Immunfluoreszenz verwendet. 

Zeitgleiches Auftragen eines polyklonalen Antikörpers gegen Caveolin-3 (Doppel-

färbung) ermöglichte den Nachweis einer Kolokalisation beider Proteine in einer Zelle.  

Die Überlagerung beider Färbungen, in gelber Farbe kodiert, zeigt die Kolokalisation 

von PMCA und Caveolin-3; das transgene Enzym wird also ebenfalls in den Caveolae 

exprimiert (vgl. Resultate: Abb. 7a-c).  
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Das Signal der PMCA mittels JA3 ist in den wildtypischen Herzmuskelzellen erwar-

tungsgemäß deutlich schwächer, jedoch ebenfalls vorhanden.  

Dies muß interpretiert werden als Kreuzreaktion des Antikörpers mit der endogenen 

Isoform 4 der Ratte.  

5.3.2 Expression der transgenen hPMCA 4CI in Tieren der Linie 1142 

Die transgen exprimierte PMCA 4CI ist in neonatalen Kardiomyozyten der Linie 1142 

nicht ausschließlich in den Caveolae lokalisiert. Neben den Bereichen der Superposition 

von Caveolin-3 und PMCA überzieht ein feines retikuläres Muster grüner Pixel die 

Zellen, daneben kommen größere, unscharf begrenzte Strukturen zur Darstellung.  

Die konfokale Lasermikroskopie zeigte die Kolokalisation der PMCA mit Caveolin-3 

zu etwa 60%.  

Möglicherweise handelt es sich bei den größeren Komplexen um die Anfärbung von 

Strukturen des endoplasmatischen Retikulums. Ein „shuttling“ der caveolären Proteine 

zwischen den Mikrodomänen und zytosolischen Kompartimenten wie etwa dem Golgi-

Komplex ist in der Literatur beschrieben (Couet et al., 1997b).  

 

 

Die Rolle der Plasmamembran Ca2+-ATPase in der caveolären Signaltransduktion 

Aus der Lokalisation der Plasmamembran Ca2+-ATPase in den Caveolae ergeben sich 

im wesentlichen zwei Ansätze: erstens ermöglicht dies direkte Protein-Protein-Inter-

aktionen mit anderen dort ansässigen Signalmolekülen, zweitens wäre eine Einfluß-

nahme lokal veränderter Kalziumkonzentrationen in den Signalkomplexen denkbar.  

In den Mikrodomänen befinden sich zahlreiche kalziummodulierte Signalmoleküle, 

zusammen mit der Beobachtung der Transzytose caveolärer Vesikel ergibt sich die 

Hypothese einer mobilen Ca2+-Signaleinheit (Isshiki und Anderson, 1999).  

 

Die Frage nach den direkten Interaktionspartnern der PMCA in den Caveolae kann mit 

den Methoden der vorliegenden Arbeit nicht geklärt werden, jedoch bestehen Hinweise 

für eine Interaktion mit Caveolin. In der Aminosäurensequenz der PMCA findet sich 

eine bestimmte Abfolge, die als Bindungsmotiv für Caveolin gilt (Couet et al., 1997a).  
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Vermutet wird aufgrund inhibierender Wirkungen eine Funktion des Caveolin als 

genereller Kinase-Inhibitor (Okamoto et al., 1998). In Mäusen ist unter dauerhafter 

intravenöser Isoproterenolgabe eine Abnahme der Caveolinexpression zu beobachten 

(Oka et al., 1997).  

 

Die Daten der Wachstumsexperimente belegen eine gesteigerte Proteinsynthese neo-

nataler Kardiomyozyten der Linie 1142 unter adrenerger Stimulation, der Signalweg 

erfährt also durch die hPMCA 4CI-Überexpression eine Verstärkung.  

Diese gegensätzlichen Effekte beider Moleküle legen den Schluß einer wechselseitigen 

Beeinflussung nahe, zusammen mit dem Bindungsmotiv für Caveolin sowie den Ko-

lokalisationsstudien mittels Immunfluoreszenz erscheint eine direkte Interaktion wahr-

scheinlich.  

 

 

Caveolin-3 besitzt offensichtlich eine wichtige Funktion in der myogenen Differen-

zierung. Aus Untersuchungen an der C2C12-Myoblastenlinie geht eine hochregulierte 

Expression während der Entwicklung zu Myotuben hervor (Song et al., 1996).  

Eine andere Arbeit zeigt die Assoziation des Caveolin-3 mit den transversalen Tubuli 

während der Muskelentwicklung, wohingegen im ausdifferenzierten Skelettmuskel 

Caveolin auf die sarkolemmalen Kompartimente beschränkt ist (Parton et al., 1997). 

Diese Beobachtungen an quergestreifter Muskulatur werfen die Frage nach der Rolle 

des Caveolin-3 im Myokard auf, eine Beteiligung bei kardialen Umbauvorgängen wie 

der Hypertrophie erscheint hierbei naheliegend.  

Spontan hypertensive Ratten zeigen bei zunehmender Myokardhypertrophie Verän-

derungen in Zahl und Anordnung der Caveolae (Goto et al., 1990).  

Abgesehen von direkten Protein-Protein-Interaktionen gilt es auch andere Faktoren im 

komplexen Geschehen der Signaltransduktion zu berücksichtigen.  
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Die verstärkte Expression eines Moleküls in den Caveolae nimmt Einfluß auf die Kom-

position der Plasmamembran, die keinesfalls eine starre Trägerschicht ist, sondern ein 

stets in Bewegung befindliches Konglomerat aus Lipiden und Proteinen.  

Die Lokalisation eines Signalmoleküls kann ligandenabhängig oder –unabhängig sein, 

d. h. Rezeptoren wie der β-adrenerge werden erst durch Bindung an den Agonisten 

(NE/ISO) in die Caveolae transportiert, wohingegen der Endothelin-Rezeptor dauerhaft 

in den Mikrodomänen anzutreffen ist (Okamoto et al., 1998).  

 

In der Translokation des Agonist-Rezeptor-Komplexes in die Caveolae ist ein essen-

tieller Schritt zu Beginn einer Signalkaskade zu sehen. Denkbar wäre ein Einfluß der 

hPMCA 4CI-Überexpression in den Tieren der Linie 1142 auf diesen Schritt, beispiels-

weise in der β-adrenergen Signalübertragung.  

 

Bündelung von Rezeptoren und Effektoren in Signalkomplexen bietet die Möglichkeit 

der Vernetzung einzelner Signalwege über gemeinsam benutzte Botenstoffe.  

So aktiviert beispielsweise das ebenfalls in Caveolae lokalisierte Calmodulin (Shaul und 

Anderson, 1998) nicht nur die PMCA, sondern auch die eNOS (Feron et al., 1998). 

 55



 

5.4 Modulation der Wachstumsantwort neonataler Kardiomyozyten 

unter NOS-Inhibition 

In den letzten zehn Jahren entstanden eine Vielzahl neuer Erkenntnisse und Hypothesen 

zum Thema NO. Diskutiert wurde eine mögliche Beteiligung des Stickoxids als „second 

messenger“ in nahezu allen bereits bekannten Parametern und Signalwegen unterschied-

lichster Gewebe und Zellarten (Übersicht in Nathan und Xie, 1994).  

Zahlreiche klinische Studien belegen eine relevante Beteiligung dieses Signalmoleküls 

sowohl an physiologischen als auch pathologischen Prozessen am Herzen (Kelly et al., 

1996). Die molekularen Grundlagen der Mechanismen, über die NO die kardiale Funk-

tion moduliert, sind jedoch nur teilweise geklärt.  

 

NO als freies radikales Gas ist rasch flüchtig, seine Wirkung dauert nur wenige Sekun-

den an. Aus diesem Sachverhalt ergibt sich die Regulation der Stickoxidwirkung auf 

Stufe der Synthese. Entscheidende Bedeutung kommt somit einer Funktionsanalyse der 

generierenden Enzyme, der NO-Synthasen, zu. 

5.4.1 Die Inhibition der NO-Synthasen durch L-NAME wirkt in neonatalen 

Kardiomyozyten als Hypertrophiestimulus 

Unter den vielfältigen Wirkungen des Stickoxid (NO) am Myokard wird auch ein anti-

proliferativer und pro-apoptotischer Einfluß diskutiert (Garg et al., 1989; Pinsky et al., 

1999).  

In Experimenten mit 3H-Leucin-Inkorporation wurde mittels L-NAME unselektiv, d. h. 

nicht-isoformspezifisch, eine Blockade der NO-Synthasen erzielt.  

Hierunter war eine Steigerung der Proteinsyntheserate in den neonatalen Kardiomyo-

zyten gegenüber reiner Mediumkultivierung auf den 1,5 bis 2-fachen Wert zu ver-

zeichnen (vgl. Resultate: Abb. 9a, 1. Balkenreihe). Dies entspricht annähernd den unter 

Isoproterenolstimulation erreichten Werten (vgl. Resultate: Abb. 9a, 2. Balkenreihe).  

NOS-Inhibition stellt folglich in neonatalen Herzmuskelzellen einen hypertrophen 

Stimulus dar, der in seiner Stärke der katecholaminergen Rezeptorstimulation gleichzu-

setzen ist.  
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Unter dauerhafter NOS-Inhibition in vivo wird im Tiermodell eine Erhöhung des 

mittleren arteriellen Blutdrucks beobachtet (Arnal et al., 1993; Morton et al., 1993).  

Einige Autoren beschreiben zusätzlich eine kardiale Hypertrophie, andere beobachten 

lediglich erhöhte Blutdruckwerte ohne begleitende Zunahme des Herzgewichts 

(DiFusco und Anand-Srivastava, 2000; Simko und Simko, 2000).  

eNOS-knockout Mäuse zeigen eine deutliche Hypertension (Gödecke et al., 1998), in 

höherem Alter entwickeln diese Tiere Hypertrophie des Herzens. Devlin und Mitar-

beiter beschreiben Herzhypertrophie, begleitet von Polyploidie (Mehrkernigkeit) der 

glatten Gefäßmuskelzellen, unter chronischer NOS-Inhibition durch L-NAME in Ratten 

(Devlin et al., 1998).  

Diese Kontroverse muß in Zusammenhang mit den verwendeten Methoden, Dosier-

ungen und Versuchsmodellen gesehen werden. So ist beispielsweise im in vivo-Versuch 

die begleitende Aktivierung des Renin-Angiotension-Aldosteron-Systems infolge der 

Hypertension zu berücksichtigen, was zur Entstehung kardialer Hypertrophie beiträgt 

(Simko und Simko, 2000).  

 

Systemische Auswirkungen können in der isolierten Kardiomyozytenkultur ausge-

schlossen werden. Jedoch ist eine lokale, autokrine Bradykinin-Kallikrein-Produktion 

für Kardiomyozyten gezeigt worden (Nolly et al., 1994), ein Einfluß der NOS-Inhibition 

auf diesen Parameter wäre somit denkbar.  

Die NO-Synthese und die Beteiligung der einzelnen Isoformen ist zellartspezifisch 

(Moncada und Higgs, 1993). Bei Experimenten am isolierten Herzen müssen daher 

parakrine Effekte, etwa die NO-Produktion der Endothelzellen, berücksichtigt werden. 

Unter der Annahme einer annähernd reinen Kultur aus Myozyten besitzt dies keine 

Relevanz.  
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Die Daten der vorliegenden Arbeit legen somit einen direkten molekularen Mechanis-

mus in den neonatalen Kardiomyozyten nahe, durch den L-NAME eine hypertrophe 

Wachstumsantwort in Form einer gesteigerten Proteinsyntheserate zu bewirken vermag.  

 

Dieser Effekt konnte nach 24 Stunden nicht mehr beobachtet werden (vgl. Resultate: 

Abb. 9b, 1. Balkenreihe), er zeigte also eine Abhängigkeit von der Zeit.  

L-NAME als Esther flutet in den Zellen schnell an und wieder ab, sein Wirkmaximum 

liegt im Bereich weniger Stunden. Nach 24 Stunden ist bereits von einer Aufhebung der 

NOS-Inhibition auszugehen. Darüberhinaus könnte die Halbwertszeit der NO-Syntha-

sen eine Rolle spielen, die etwa für die eNOS mit ca. 20 Stunden angegeben wird 

(Andries et al., 1998).  

5.4.2 Die Plasmamembran Ca2+-ATPase moduliert die Wachstumsantwort auf     

NOS-Inhibition durch L-NAME 

Die Kombination aus L-NAME und Isoproterenol führte zu einer Addition der hyper-

trophen Wirkung beider Stimuli. Gegenüber den Ausgangswerten in reinem Medium 

waren die Proteinsyntheseraten in den Myozyten der Linie 1142 auf das 5-fache, in den 

Wildtypkontrollen auf das 3-fache gesteigert ( vgl. Resultate: Abb. 9a, 3. Balkenreihe).  

Die hPMCA 4CI-überexprimierenden Zellen sprachen somit signifikant stärker an, 

während sich in der Analyse des Wachstumsverhaltens unter L-NAME alleine keine 

Unterschiede zwischen wildtypischen und transgenen neonatalen Kardiomyozyten 

ergeben hatten.  

 

Bei der Interpretation dieser Daten ergeben sich im wesentlichen zwei Fragestellungen: 

-ad 1, beruht die gesteigerte Proteinsyntheserate bei Kombination von L-NAME und 

Isoproterenol auf einer Interaktion beider Stimuli, oder handelt es sich um die Summa-

tion zweier unabhängiger Effekte? 

-ad 2, weswegen sprechen die hPMCA 4CI-überexprimierenden Zellen besser an?  

 58



 

Interaktion oder Summation? 

In der Literatur finden sich zahlreiche Hinweise auf gegenseitige Beeinflussung von 

NO- und β-adrenergem Signalweg im Myokard (Kelly et al., 1996), wobei vorwiegend 

Auswirkungen auf die Kontraktilität untersucht wurden. Hohe NO-Konzentrationen 

vermindern die kontraktile Antwort auf β-adrenerge Stimuli; dies wurde sowohl im 

Tiermodell als auch an isolierten Kardiomyozyten gezeigt (Belhassen et al., 1996; 

Balligand et al., 1993). Umgekehrt läßt sich unter NOS-Inhibition, z. B. durch 

L-NAME, eine Verstärkung der inotropen Antwort auf Isoproterenol erzielen (Keaney 

et al., 1996). Diese Beobachtungen werden gestützt durch klinische Daten, beispiels-

weise belegen Studien an Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie ein verbessertes 

Ansprechen auf β-adrenerge Stimuli unter L-NAME (Hare et al., 1998).  

 

In der signifikant gesteigerten Proteinsyntheserate der Herzmuskelzellen unter L-NAME 

und Isoproterenol wird deutlich, daß NOS-Inhibition außer der kontraktilen Funktion 

auch andere β-adrenerge Effekte beeinflußt. Der Gedanke einer verbesserten Ansprech-

barkeit des Myokards auf katecholaminerge Stimuli bei niedrigen NO-Konzentrationen 

findet hierin Bestätigung.  

Im bereits erwähnten eNOS-knockout-Modell der Maus kann eine um 50% erhöhte 

Dichte der β-Adrenozeptoren beobachtet werden (Gödecke et al., 2001).  

Umgekehrt reduziert hohes intrazelluläres cAMP, etwa infolge anhaltender Isoproter-

enolzufuhr, in Myozyten die eNOS in Expression (mRNA- und Proteinebene) und 

Aktivität (Belhassen et al., 1996).  

Eine Studie von Fukuchi und Mitarbeitern ergab eine verstärkte Expression der eNOS 

bei Patienten mit Herzinsuffizienz unter Therapie mit β-Blockern (Fukuchi et al., 1998).  

 

Diese Daten machen die wechselseitige Einflußnahme von NO- und β-adrenergem 

Signalweg deutlich. Die Wachstumsexperimente der vorliegenden Arbeit bestätigen den 

Gedanken einer Interaktion beider Systeme.  
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Die molekularen Grundlagen dieser Interaktion sind noch nicht vollständig geklärt. 

Gemäß der sogenannten Yin-Yang-Hypothese ist das unter NO entstehende cGMP ein 

Gegenspieler des im katecholaminergen Signalweg generierten cAMP (Mohan et al., 

1996). In jüngster Zeit wird auch ein Guanylylzyklase/cGMP-unabhängiger Einfluß des 

Stickoxids diskutiert (Vila-Petroff et al., 1999).  

Direkten Einfluß des NO via S-Nitrosylierung auf die Regulation von Enzymen und 

Transkriptionsfaktoren (NF-κB), aber auch von Ionenkanälen wie der SERCA sind 

beschrieben (Drexler, 1999; Xu et al., 1998). Daneben bietet die eNOS aufgrund ihrer 

spezifischen Lokalisation in den Caveolae den Ansatz für direkte Protein-Protein-Inter-

aktionen mit benachbarten Signalmolekülen der katecholaminergen Signalkaskade 

(Feron et al., 1996).  

 

 

Die Rolle der hPMCA 4CI-Überexpression im Rahmen der NO-modulierten β-adrenergen 

Antwort 

Die Überexpression der Plasmamembran Ca2+-ATPase beeinflußt die interagierende 

Signaltransduktion von NO und Isoproterenol, da neonatale Kardiomyozyten der Linie 

1142 unter Isoproterenol und L-NAME signifikant höhere Proteinsyntheseraten zeigen 

als wildtypische Herzmuskelzellen (vgl. Resultate, Abb. 9a).  

 

Die Signalwege von NO und Kalzium sind offensichtlich eng verknüpft, was in musku-

lärem Gewebe insbesondere den Energiestoffwechsel während des Kontraktionszyklus 

beeinflußt (Drexler, 1999). Im Myokard scheinen niedrige NO-Konzentrationen die 

Relation O2-Verbrauch zu Kraftentwicklung positiv zu beeinflussen (Ingwall und Kelly, 

1998).  

Die Aktivierung der Proteinkinase G durch hohes Stickoxid setzt dagegen die Kalzium-

sensitivität der Myofilamente herab, mit der Folge eingeschränkter Kontraktilität (Shah 

et al., 1994; Kaye et al., 1996). Die Höhe der NO-Konzentration entscheidet augen-

scheinlich über die Wirkung auf die Myozyten: hohes Stickoxid übt negative, niedriges 

dagegen positive Effekte auf Zellstoffwechsel und Kontraktilität aus (Mohan et al., 

1996; Drexler, 1999).  
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Einfluß hierauf besitzt die generierende Isoform der NOS: während die konstitutiven 

Enzyme eNOS und nNOS niedrige NO-Spiegel erzeugen, entstehen hohe Spiegel nach 

Induktion der iNOS (Drexler, 1999).  

L-NAME inhibiert unselektiv die NO-Synthasen, daher sind alle in Herzmuskelzellen 

exprimierten Isoformen für eine Interaktion mit der Plasmamembran Ca2+-ATPase in 

Betracht zu ziehen.  

 

Die vorherrschende Isoform ist hierbei die muskelspezifische eNOS. Die gemeinsame 

Lokalisation von eNOS und PMCA in Caveolae legt eine Interaktion beider Moleküle in 

diesen Subkompartimenten nahe. Der Regulationskreislauf der eNOS besteht aus der 

Aktivierung durch Ca2+/Calmodulin und der Inhibierung durch Caveolin, wobei die 

Translokalisation in die Mikrodomänen über zwei verschiedene Lipidmodifikationen 

gesteuert wird (Feron et al., 1998). Calmodulin aktiviert auch die PMCA, die eine hohe 

Affinität zu diesem Enzym aufweist (Kd ~1nM). Möglicherweise verändert die PMCA-

Überexpression die Verfügbarkeit von Ca2+/Calmodulin, und beeinflußt so den Aktivi-

tätsstatus der endothelialen NOS.  

 

 

Neuere Daten weisen eine herzspezifische nNOS am sarkolemmalen Retikulum (SR) 

nach, so daß nun entgegen früheren Annahmen die neuronale NOS (NOS-I) am Myo-

kard auch direkt in Kardiomyozyten exprimiert wird (Xu et al., 1999). Das am SR pro-

duzierte Stickoxid inhibiert den sarkolemmalen Kalziumeinstrom, vermutlich durch 

direkte molekulare Interaktion mit der SERCA.  

Xu und Mitarbeiter konnten eine Konformationsänderung des sarkolemmalen Kalzium-

kanals via S-Nitrosylierung zeigen (Xu et al., 1998). Auch für den spannungsabhängi-

gen L-Typ Kalziumkanal ist bereits eine NO-abhängige Regulation beschrieben (Camp-

bell et al., 1996).  
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Eine jüngst veröffentlichte Untersuchung aus dem hiesigen Labor erbrachte den Nach-

weis einer funktionellen Interaktion der NOS-I mit der PMCA 4b in embryonalen 

Nierenzellen und Neuroblastomzellen (Schuh et al., 2001).  

Mutationsexperimente belegten hierbei eine direkte Bindung über eine spezielle Se-

quenz beider Moleküle, die sogenannte PDZ-Domäne (Kim et al., 1998), was inhibier-

end auf die NOS-I wirkt. Deutlich wurde die Relevanz der Kalziumtransportfunktion 

bzw. der ATPase-Aktivität der Plasmamembran Ca2+-Pumpe für diese Inhibition. 

Weitere Untersuchungen sind nötig, um die Übertragbarkeit dieser Ergebnisse auf Herz-

muskelzellen zu prüfen.  

 

Die dritte der NO-Synthasen, die iNOS, ist ein kalziumunabhängiges, nicht konstitutiv 

exprimiertes Enzym. Ihre Expression wird durch Modulatoren des Immunsystems, wie 

z. B. Zytokine, gesteuert, ähnlich einer inflammatorischen Reaktion.  

Neuere Untersuchungen belegen eine Rolle der iNOS bei pathologischen Zuständen des 

Herzens (Drexler, 1999). Haywood und Mitarbeiter fanden eine gesteigerte Aktivität der 

induzierbaren NO-Synthase (iNOS) in Patienten mit Herzinsuffizienz (Haywood et al., 

1996). Die Höhe der iNOS-Expression korreliert in endomyokardialen Biopsien trans-

plantierter humaner Herzen mit der Entwicklung systolischer und/oder diastolischer 

Dysfunktion (Lewis et al., 1996).  

Die verbesserte Ansprechbarkeit der β-Adrenozeptoren unter L-NAME bei Patienten 

mit Herzinsuffizienz wird vorwiegend einer Blockade der iNOS zugeschrieben 

(Drexler, 1999).  

 

 

In den Experimenten der vorliegenden Arbeit wurde ein Einfluß der PMCA-Überex-

pression auf das Ansprechen des β-Rezeptors unter NOS-Inhibition deutlich.  

Dies wirft die Frage nach der exakten Verknüpfung der beteiligten Signalwege auf. 

Weitere Untersuchungen sind nötig, um die molekularen Mechanismen eines PMCA-

modulierten NO-Effekts auf die Kardiomyozyten unter β-adrenerger Stimulation zu 

verstehen, und so gegebenenfalls neue Ansätze für die Therapie der Herzinsuffizienz 

abzuleiten.  
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5.5 Ausblick: Mögliche Perspektiven in Klinik und Forschung 

Nachdem aus der Überexpression der Plasmamembran Ca2+-ATPase 4CI im transgenen 

Rattenmodell wichtige Hinweise zur Rolle des Enzyms in der Signaltransduktion 

gewonnen werden konnten, erfolgt gegenwärtig die Etablierung einer PMCA-knockout-

Maus. Anhand der somit möglichen Funktionsanalyse in vivo soll die Bedeutung des 

Enzyms in physiologischen und pathologischen Prozessen im kardiovaskulären System 

weiter aufgeklärt werden. 

 

Weiteren Aufschluß über die exakten molekularen Mechanismen, über die die PMCA 

myozytäres Wachstum moduliert, könnte darüber hinaus durch die Suche nach mög-

lichen Kandidatengenen gewonnen werden. Die Charakterisierung der downstream-

Regulation ausgehend von beteiligten Faktoren im caveolären Signalgeschehen wurde 

bereits im Rahmen einer Interaktion von eNOS und Syntrophin unternommen.  

Die längerfristige Beobachtung der transgenen Rattenlinie 1142, ggf. zusätzlich unter 

pathologischen Bedingungen wie erhöhter Nachlast, Hypertonie etc., könnte die An-

nahme eines gänzlich unveränderten Phänotyps modifizieren und so neue Einblicke 

ermöglichen.  

 

Aus den gewonnenen Erkenntnissen zur Modulation des β-adrenergen Signalwegs in 

Myozyten durch die Plasmamembran Ca2+-ATPase ergibt sich möglicherweise ein 

neuer therapeutischer Ansatz zur Beeinflussung myokardialer Funktion unter den 

Bedingungen der Herzinsuffizienz.  
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6 Zusammenfassung 

Die Plasmamembran Ca2+-ATPase ist ein ubiquitär in eukaryonten Zellen vorkom-

mendes Enzym. In Myokardzellen ist ihre Funktion trotz eingehender biochemischer 

Charakterisierung unklar. Die frühere Hypothese einer Zuständigkeit für die Feinab-

stimmung der [Ca2+]i wurde in neuerer Zeit ergänzt durch die vermutete Rolle der 

PMCA in der Regulation von Proliferation, Differenzierung und Apoptose. Dafür 

spricht auch die Lokalisation der ATPase in Caveolae, spezifischen Membraninvagina-

tionen, in denen wichtige Zentren der zellulären Signalverarbeitung gesehen werden. 

 

Die vorliegende Arbeit untersucht die Funktion der Plasmamembran Ca2+-ATPase in 

Myokardzellen, insbesondere in der Übermittlung zellulärer Signale im Rahmen von 

Apoptose und Wachstum.  

 

Apoptoseexperimente in dUTP-nick-end-labeling (TUNEL)-Technik wurden an einer 

Myoblastenlinie und an transgenen Ratten mit hPMCA 4CI-Überexpression durchge-

führt. Neonatale Kardiomyozyten dieser Tiere wurden mittels 3H-Leucin-Inkorporation 

in Ruhe und unter Stimulation mit hypertrophieinduzierenden Substanzen gegenüber 

wildtypischen Tieren verglichen. Ergänzt wurden diese funktionellen Versuche durch 

Immunfluoreszenzanalysen. 

 

Ein Einfluß der PMCA-Überexpression auf die Apoptoseraten der untersuchten Zellen 

bestand nicht. Dagegen zeigten die Wachstumsexperimenten signifikant gesteigerte Pro-

teinsyntheseraten der überexprimierenden neonatalen Kardiomyozyten gegenüber Wild-

typkontrollen. Katecholamine sowie NOS-Inhibition mit L-NAME induzierten in den 

neonatalen Herzmuskelzellen Hypertrophie, Kombination beider Stimuli vervielfachte 

die Effekte. Die Immunfluoreszenz belegt die Kolokalisation endogener und transgen 

exprimierter PMCA mit Caveolin-3 zu 60%. 

 

Wie diese Resultate zeigen, moduliert Überexpression der Plasmamembran Ca2+-

ATPase myozytäres Wachstum. Der Einfluß auf den adrenergen und NO-Signalweg 

belegt die Verknüpfung des Botenstoffs Kalzium mit anderen Signalkaskaden. 

Vieles spricht hierbei für eine Interaktion der PMCA mit anderen Signaltransduktions-

molekülen in den Caveolae.  
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8 Appendix 

8.1 Abkürzungen 

ATP Adenosintriphospat 

BrdU  5-Bromo-2-Desoxyuridin 

BSA bovines Serumalbumin 

Ca2+  Kalzium 

CaM  Calmodulin 

CO2  Kohlenstoffdioxid  

cpm  counts per minute  

DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DNA  (desoxyribonucleic acid) Desoxyribonukleinsäure 

eNOS  endotheliale NO-Synthase 

FCS  (fetal calf serum) fetales Kälberserum 

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin, N-2-ethansulfonat 

mRNA (messenger ribonucleic acid) messenger Ribonukleinsäure 

Ig  Immunglobulin 

kDa  kilo Dalton 

L-NAME  Nω-nitro-L-arginine methyl ester 

M molar 

MEM Modified Eagle Medium 

min. Minute 

Mio.  Million 

Na+  Natrium 

NO  (nitric oxide) Stickstoffmonoxid 
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O2  Sauerstoff 

PBS (phosphate-buffered saline), s. Puffer 

PFA Paraformaldehyd 

PMCA  Plasmamembran Ca2+-ATPase  

rpm (rotations per minute), Umdrehungen pro Minute 

SD Sprague Dawley 

SDS sodium dodecyl sulfate 

SERCA  Ca2+-ATPase des sarkoendoplasmatischen Retikulums  

SSC  saline sodium citrate 

TCA (trichloroacetic acid) Essigsäure 

TUNEL TdT-mediated dUTP nick end labeling  

 

Hier nicht erwähnte Abkürzungen sind im folgenden unter Kapitel 8.2 „Verwendete 

Chemikalien und Materialien“ , sowie Kapitel 8.4 „Verwendete Puffer und Lösungen“ 

(s. dort) aufgelistet.  

Einheiten des SI (Système International d`Unités)-Systems wurden nicht aufgeführt.  

8.2 Verwendete Chemikalien und Materialien 

Alle nicht im folgenden erwähnten Chemikalien wurden von der Firma Merck, Darm-

stadt, bezogen. Der Reinheitsgrad war mindestens „pro analysi“.  

 

Anti-Caveolin 3 Antikörper, polyklonal Dianova, Best.-Nr. C 38330 

Anti-PMCA Antikörper 5F10 Sigma, Best.-Nr. A 7952 

BrdU Sigma, Best.-Nr. B-5002 

BSA Sigma, Best.-Nr. A-7906 

Cy-conjugated goat anti-mouse IgG Dianova, Best.-Nr. 115-225-003 

Deckgläschen („slides“) Assistent, ∅ 12mm 
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disposable cell scraper Sarstedt, Best.-Nr. 83.1830 

DMEM PAA, Best.-Nr. E 15-806 

HOECHST 33258 Sigma, Best.-Nr. B-1155 

DNase Sigma, Best.-Nr. DN-25 

Einmal-Filterhalter 0,2µm Schleicher & Schuell FP 030/3  

Ethanol J. T. Baker, Best.-Nr. 8006 

FCS Seromed, Best.-Nr. S 0115 

Geneticin (G-418) Sigma, Best.-Nr. G- 9516 

Gentamicin Sigma, Best.-Nr. G-1272 

Heparin Hoffmann-LaRoche, Liquemin N 25 000 

HEPES Serva, Best.-Nr. 25245 
3H-Leucin Amersham, Best.-Nr. TRK 636 

Insulin Serva, Best.-Nr. 26350 (Insulin-Zn-Kom-

plex) 

(-)-Isoproterenol Sigma, Best.-Nr. I-6504 

L-NAME Sigma, Best.-Nr. N-5751 

MEM Sigma, Best.-Nr. M 4655 

Mowiol 40-88 Aldrich (Sigma), Best.-Nr. 32, 459-0 

Multitest-Objektträger DUNN-Labortechnik 

Objektträger, geschnitten Waldeck, 76x26 mm 

Paraformaldehyd Serva, Best.-Nr. 31628 

Penicillin G Sigma, Best.-Nr. PEN-K 

(-)-Phenylephrine-HCL Serva, Best.-Nr. 32341 

Plastikpipetten 10ml Bibby Sterilin Ltd. 

SDS Sigma, Best.-Nr. L-4509 

Streptomycin-Sulfat Sigma, Best.-Nr. S-6501 

Szintillationsflüssigkeit Emulsifier-Safe Packard, Best.-Nr. 6013389 

TexasRed conjugated goat anti-rabbit IgG Dianova, Best.-Nr. 111-075-144 

Trypan Blue Stain 0,4% Gibco-BRL, Best.-Nr. 15250-061 

Trypsin  Difco, Best.-Nr. 0152-15-9 

TUNEL-Kit Boehringer Mannheim, Best.-Nr. 1684817 

TWEEN 20 Sigma, Best.-Nr. P-1379 
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VECTASHIELD VECTOR, Best.-Nr. H-1000 

Vitamin B12 Serva, Best.-Nr. 38310 

8.3 Geräteverzeichnis 

Autoklav Fedegari (Tecnomara) Nr. E, Typ FV 

Membran-Vakuumpumpe Vacuu-Brand 

Szintillationszähler Packard, Liquid Scintillation Analyzer  

1900 CA 

Inkubator für Zellkultur (a) Forma Scientific, Steri-Cult 200 

Inkubator für Zellkultur (b) Heraeus, Typ BB 16 

Laser-Konfokalmikroskop BioRad MRC 1024, LaserSharp Software 

Küvetten (DNA-Messung) Kartell dispolab 4,5 ml, P.N.1960 

Lichtmikroskop, invers Zeiss axiovert 135 

Pipetus Hirschmann 

Spektrophotometer Perkin-Elmer, LS 50 B 

Sterilbank Steril S. p. A., Antares 72 

Zählkammer Marienfels, nach Fuchs-Rosenthal 

Zentrifuge (a) Beckman CL-GPKR 

Zentrifuge (b) Eppendorf centrifuge 5415c 

 

8.4 Verwendete Lösungen und Puffer 

PBS (pH 7,4) 

 NaCl 137 mM 

 KCl  2,7 mM 

 Na2HPO4 x 7 H2O  4,3 mM 

 KH2PO4  1,4 mM 
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CBFHH (calcium and bicarbonate-free Hanks with HEPES) 

 HEPES, pH 7,4 20,06 mM 

 NaCl 137,0 mM 

 KCl   5,36 mM 

 MgSO4 x 7 H2O   0,81 mM 

 Dextrose (D-Glukose)   5,55 mM 

 KH2PO4   0,44 mM 

 Na2HPO4 x 7 H2O   0,34 mM 

 

Verdau-Lösung (Kardiomyozytenpräparation) 

 CBFHH s. o. 

 Trypsin 1,5 mg/ml CBFHH 

 Dnase (2 ng auf 1 ml 0,15 M NaCl) 1 µl/ml CBFHH 

 

20 x SSC (pH 7,0) 

 NaCl 3 M 

 Na3-Citrat 0,3 M 

 

1x Trypsin/EDTA-Lösung (Myoblastenkultur) 
 EDTA 10mM 

 Trypsin 1x 

 

Färbelösung der Kardiomyozyten 

 Trypanblau 4 mg/ml NaCl 

 NaCl 0,15 M 

 

Mediumzusätze in „MEM-5“ 

 FCS 5% 

 Penicillin G 1600 U/mg 

 Streptomycin 50 mg/ml MEM 

 Vitamin B12 2 mg/ml MEM 

 BrdU 3,074 mg/ml MEM 
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Mediumzusätze in „MEM-T/I“ 

 Penicillin G 1600 U/mg 

 Streptomycin 50 mg/ml MEM 

 Vitamin B12 2 mg/ml MEM 

 BrdU (in H2O) 3,074 mg/ml MEM 

 Transferrin (in H2O) 1 mg/ml MEM 

 Insulin (in 1mM HCl) 1 mg/ml MEM 

 

Fixationslösung (TUNEL-Assay) 

 PBS (pH 7,4) s. o. 

 Paraformaldehyd 2% 

 

Wasch-/Blockierlösung (TUNEL-Assay) 

 PBS (pH 7,4) s. o. 

 BSA 2%, 4°C 

 TWEEN 20% 

 

Permeabilisationslösung (TUNEL-Assay) 

 Triton  0,75% 

 Sodium citrate 0,1% 
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