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1. Einleitung 

1.1. Elektromechanische Kopplung 

Als elektromechanische Kopplung wird der Prozess bezeichnet, der vom 

Aktionspotential zur Kontraktion des Kardiomyozyten führt. Durch die Depolarisierung 

der Zellmembran werden spannungsabhängige L-Typ Ca2+-Kanäle geöffnet, die zu einem 

Ca2+-Einstrom führen. Durch diesen wird die Ca2+-Freisetzung aus dem 

Sarkoplasmatischen Retikulum (SR) durch benachbarte Typ 2 Ryanodinrezeptoren (RyR) 

getriggert. Die erhöhte Ca2+-Konzentration führt dazu, dass Ca2+ an Troponin C bindet 

und Aktin- und Myosinfilamente, der sogenannte kontraktile Apparat, ineinander 

gleiten können (Bers, 2002). 

Um die Kontraktion zu stoppen und der Zelle die Relaxation zu ermöglichen, muss das 

Ca2+ wieder aus dem Zytoplasma transportiert werden. Dazu gibt es vier Wege, die einen 

unterschiedlichen Stellenwert einnehmen: 1) über die Sarkoplasmatische Ca2+ ATPase 

(SERCA) zurück in das SR, 2) aus der Zelle heraus über die sarkolemmale Ca2+-ATPase, 3) 

über den Na+/Ca2+-Austauscher (NCX) und 4) die Aufnahme in die Mitochondrien 

(Bassani, Bassani & Bers, 1992). Der Großteil des Ca2+ wird über die SERCA wieder in das 

SR gepumpt und nur ein kleiner Teil wird in die Mitochondrien aufgenommen. Die 

vorübergehende [Ca2+]-Erhöhung in Myozyten wird als [Ca2+]-Transient bezeichnet. 

 

1.2. Der mitochondriale Ca2+-Haushalt 

Mitochondrien sind große Zellorganellen, die in der Lage sind Energie zu produzieren. 

Sie haben eine Doppelmembran, welche die Mitochondrien in 2 Kompartimente teilt: 

den Intermembranraum und die Matrix. Mitochondrien können Ca2+ aufnehmen und 

speichern. Die äußere Membran ist für Ca2+-Ionen aufgrund großer Kanäle (sog. „Voltage 

dependent anion channel“ (VDAC)) permeabel. Im Intermembranraum findet sich  daher 

dieselbe Konzentration an Ca2+-Ionen, wie im Zytoplasma. Die innere 

Mitochondrienmembran ist für Ca2+-Ionen impermeabel. So kann die Ca2+-

Konzentration in der Matrix exakt kontrolliert werden und ihre regulativen Funktionen 
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erfüllen. Die mitochondriale Ca2+-Konzentration reguliert die ATP-Produktion, schützt 

Kardiomyozyten vor vorübergehender Ca2+-Überladung und vermittelt die Signalwege 

für den Zelltod. Trotz dieser wichtigen Funktionen wird die physiologische 

mitochondriale Ca2+-Aufnahme kontrovers diskutiert. Es ist bisher noch nicht 

abschließend geklärt, ob das Ca2+ im Mitochondrium ([Ca2+]mito) langsam akkumuliert 

oder ob es wie der zytosolische [Ca2+]-Transient oszilliert (Dedkova & Blatter, 2013). 

 

1.2.1. Ca2+-Aufnahme in die Mitochondrienmatrix 

Zur Ca2+ Aufnahme exprimieren Mitochondrien verschiedene Ionenkanäle auf ihrer 

inneren Membran. Der wichtigste Transportweg ist der MCU. Die Aufnahme in die 

Mitochondrien wird durch den hohen elektrochemischen Gradienten von -180 mV 

angetrieben. Der MCU besteht aus zwei transmembranen Domänen, die die Pore des 

MCU-Komplexes bildet. Weitere Moleküle gehören zu dem Komplex und regulieren die 

Ca2+-Aufnahme. Dazu gehören MICU1, MICU2, MCUR1 und EMRE (Foskett & Philipson, 

2015). Die Affinität des MCU für Ca2+ ist bei der durchschnittlichen systolischen Ca2+-

Konzentration von 500 nM im Zytoplasma gering (Bers, 2002). In Myozyten liegen jedoch 

das SR und Mitochondrien nur etwa 50-100 nm auseinander, so dass sich 

Mikrodomänen ausbilden, in denen die Ca2+-Konzentration auf 10-20 µM ansteigt. So 

kann ein signifikanter Einstrom über MCU-Kanäle stattfinden. Dieser beträgt nur etwa 

ein Prozent des gesamten Ca2+-Ausstroms aus dem Zytoplasma. Bei erhöhten 

intrazellulären Ca2+-Konzentrationen, wenn Kanäle wie SERCA und NCX gesättigt sind, 

kann ein größerer Anteil an Ca2+ in Mitochondrien gepumpt werden (Williams, Boyman, 

Chikando, et al., 2013).  

Ein weiterer Transporter in der inneren Mitochondrienmembran ist der mitochondriale 

Ryanodinrezeptor (mRyR) (Beutner, Sharma, Giovannucci, et al., 2001). Dieser ist dem 

RyR Typ I, der vor allem im Skelettmuskel exprimiert wird, sehr ähnlich. Sobald Ca2+ aus 

dem SR freigesetzt wird, wird der mRyR aktiviert und erreicht bei einer Konzentration 

von 10-40 µM seine maximale Aktivität (Beutner, Sharma, Lin, et al., 2005).  
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1.2.2. Ca2+-Abgabe aus der Mitochondrienmatrix 

Die Ca2+-Abgabe aus dem Matrixraum der Mitochondrien in das Zytoplasma kann 

natriumabhängig oder –unabhängig erfolgen. In kardialen Mitochondrien wird 

hauptsächlich der natriumabhängige Weg über den Na+/Ca2+-Austauscher (mNCX) 

genutzt. Die Natriumabhängigkeit des mNCX ist sigmoidal. Bei einer 

Natriumkonzentration von 4-8 mM ist die halbmaximale Aktivität erreicht. Das ist die 

Natriumkonzentration, die in ruhenden Kardiomyozyten physiologisch ist (Bers, Barry & 

Despa, 2003). Trotz intensiver Forschung ist bisher noch nicht abschließend geklärt, ob 

für ein Ca2+-Ion zwei oder drei Na+-Ionen ausgetauscht werden. Das hat Relevanz, da der 

Transporter entweder elektrisch neutral oder eine positive Nettoladung transportiert. 

Die meisten Daten sprechen dafür, dass drei Na+-Ionen gegen ein Ca2+ -Ion ausgetauscht 

werden. Das hat zur Folge, dass der elektrochemische Gradient zur Ca2+-Aufnahme 

reduziert wird und somit unter physiologischen Bedingungen, die Ca2+-Abgabe aus 

Mitochondrien favorisiert wird. 

 

1.3. IP3-Signalweg 

Inositol 1,4,5-triphosphat (IP3) ist ein Second Messenger, der Ca2+ aus intrazellulären 

Speichern, wie dem SR, durch IP3-Rezeptoren freisetzen kann. Es wird gebildet durch 

Hydrolyse von Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphonat (PIP2) durch die Phospholipase C. 

Signalstoffe wie Angiotensin II (Ang II) und Endothelin-1 (ET-1) lösen diese Signalkaskade 

aus. Da IP3 wasserlöslich ist, kann der Signalstoff von der Plasmamembran zu den 

entsprechenden Rezeptoren diffundieren. 

Von den Rezeptoren für IP3 sind 3 Subtypen bekannt. Im Herz wird jedoch hauptsächlich 

Typ 2 exprimiert (Perez, Ramos-Franco, Fill, et al., 1997). Sie sind im Vergleich zu 

Ryanodinrezeptoren viel seltener in Ventrikelzellen vorhanden. Auf einen IP3R kommen 

in etwa hundert RyR (Kockskämper, Zima, Roderick, et al., 2008). Daher war lange unklar 

und ist bis heute noch nicht vollständig geklärt, ob und welchen Effekt IP3R in 

Kardiomyozyten haben, da die Ca2+ Menge die freigesetzt wird, im Vergleich zu den RyR 

sehr gering ist.  
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Es hat sich gezeigt, dass die Amplitude des Ca2+-Transienten durch IP3 erhöht wird 

(Domeier, Zima, Maxwell, et al., 2008). Des Weiteren haben sie einen positiv inotropen 

Effekt, indem sie das aus dem SR freigesetzte Ca2+ erhöhen. Hierbei resultiert eine Ca2+-

Freisetzung über den IP3R am ehesten in einen Anstieg der diastolischen Ca2+-

Konzentration, wohingegen die systolische Ca2+-Freisetzung unbeeinflusst bleibt. Für 

Endothelin-1 konnte gezeigt werden, dass es spontane diastolische Ca2+-Transienten 

auslöst, was zu Arrhythmien führen kann (Proven, Roderick, Conway, et al., 2006). 

 

1.4. Ca2+-Regulation im Zellkern 

Der Kern wird aus einer Kernhülle gebildet. Diese steht in Kontakt mit dem SR und dient 

als Ca2+-Speicher. Die Kernhülle wird von den Kernporenkomplexen durchbrochen. Die 

nukleäre Ca2+-Konzentration, die wichtig für die Regulation der Gentranskription im 

Zellkern ist, besteht aus einem passiven und einem aktiven Teil. Während eines 

zytoplasmatischen Ca2+-Transienten kommt es durch Diffusion durch den 

Kernporenkomplex zu einem Anstieg der nukleären Ca2+-Konzentration. Somit kommt 

es durch jeden zytoplasmatischen Ca2+-Transienten zu einem nukleären Ca2+-

Transienten (Kockskämper, Seidlmayer, Walther, et al., 2008). 

Der aktive Teil der Regulation des nukleären Ca2+ wird über Rezeptoren gesteuert. Ein 

großer Anteil der IP3-Rezeptoren liegt auf der Kernhülle (Zima, Bare, Mignery, et al., 

2007) und anderen Membranen in der Nähe des Kerns. So kann aus der Kernhülle direkt 

das Ca2+ in den Kern freigesetzt werden und dadurch die z.B. hypertrophe 

Gentranskription aktiviert werden (Kockskämper, Seidlmayer, Walther, et al., 2008). 

Auch ET-1 und Ang II-Rezeptoren liegen auf der äußeren Kernmembran und können 

nach Stimulation IP3 vermittelt, das nukleäre Ca2+ erhöhen (Ljubojevic & Bers, 2015).  

Zur Reduktion der nukleären Ca2+-Konzentration muss Ca2+ erst aus dem Zellkern 

diffundieren. Da SERCA hauptsächlich auf der äußeren Kernhülle lokalisiert ist, kann Ca2+ 

erst außerhalb des Zellkerns wieder in Ca2+-Speicher wie das SR und die Kernhülle 

aufgenommen werden. Das hat zur Folge, dass der nukleäre Ca2+-Transient eine 

langsamere Kinetik hat (Ljubojevic, Radulovic, Leitinger, et al., 2014). 
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1.5. Energiehaushalt der Zelle 

Die Arbeitsbelastung einer Myozyte verändert sich ständig. Daher muss die Synthese 

von ATP ständig dem aktuellen Bedarf angepasst werden. Zeitgleich muss auch die 

Produktion von NADH, dem Hauptelektronendonor der Atmungskette, gesteigert 

werden. Ursprünglich wurde angenommen, dass die ATP-Produktion über ADP und Pi 

gesteuert wird. Durch die Hydrolyse von ATP wird ADP und Pi frei, das über einen 

Feedbackmechanismus die Produktion von ATP steigert (Chance & Williams, 1955). 

Diese Versuche wurden an isolierten Mitochondrien durchgeführt und konnten in 

intakten Herzen nicht bestätigt werden. In intakten Kardiomyozyten hat sich gezeigt, 

dass die metabolischen Intermediate trotz erhöhtem Energieverbrauchs nahezu 

konstant bleiben und somit nicht über einen Feedbackmechanismus geregelt werden. 

Bei der Frage, wie die Zelle stattdessen auf unterschiedliche Energieanforderungen 

reagieren kann, wurde ein Modell der parallelen Aktivierung entwickelt (Balaban, 2002). 

Dieses Modell geht von einem Signal aus, das sowohl den Verbrauch als auch die 

Produktion von ATP stimuliert. Ein Signalmolekül, das dafür in Frage kommt, ist Ca2+. 

Ca2+ aktiviert die Enzyme, die hauptsächlich für den Verbrauch von ATP verantwortlich 

sind. Das sind zum einen die Myosin-ATPase und zum anderen die SERCA. Gleichzeitig 

stimuliert Ca2+ einige wichtige Dehydrogenasen im Zitratzyklus, wie die 

Pyruvatdehydrogenase und die Isocitratdehydrogenase, die wichtig für die 

Energieproduktion sind. Es konnte auch gezeigt werden, dass durch Ca2+  die FO/F1-

ATPase aktiviert wird (Territo, Mootha, French, et al., 2000). 

 

1.6. Atmungskette – Funktionsweise und Regulation 

Eine wichtige Funktion der Mitochondrien besteht darin, der Zelle Energie 

bereitzustellen. Dies wird durch die Atmungskette gewährleistet. Sie ist in der inneren 

Mitochondrienmembran lokalisiert und besteht aus 4 Komplexen. Die Aufgabe der 

Atmungskette besteht darin, einen Protonengradienten zwischen der Matrix und dem 

Intermembranraum aufzubauen. Die treibende Kraft dafür sind Elektronen, die von 

Reduktionsäquivalenten wie NADH und FADH2 über die verschiedenen Komplexe der 
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Atmungskette auf Sauerstoff übertragen werden. Dabei werden Protonen in den 

Intermembranraum gepumpt. Die Reduktionsäquivalente entstehen bei der Glykolyse, 

im Zitratzyklus und anderen Stoffwechselwegen. Der Protonengradient dient als 

treibende Kraft, um die FO/F1-ATPase anzutreiben, die aus ADP und anorganischem 

Phosphat ATP bildet. Der Sauerstoff reagiert mit zwei Protonen zu Wasser. 

Die Aktivität der Atmungskette wird über den ADP-Gehalt der Zelle und den 

Protonengradienten gesteuert. Ist der ADP-Gehalt hoch und wird deswegen viel ATP 

gebildet, flacht der Protonengradient ab. So wird weniger Energie benötigt, um 

Protonen in den Intermembranraum zu pumpen, dadurch können die Protonen 

schneller in den Intermembranraum gepumpt werden. Wenn dagegen viel ATP vorliegt, 

ist auch der Protonengradient hoch und die benötigte Energie, um weitere Protonen in 

den Intermembranraum zu pumpen, ist zu groß, sodass die oxidative Phosphorylierung 

zum Erliegen kommt (Schartl, Gessler & Eckardstein, 2013, p.182-202). 

 

1.7. Gentranskription – Funktionsweise und Regulation, sowie als 

Grundlage von Erkrankungen/hypertrophes Signalling 

Bei der Gentranskription wird DNA in mRNA umgeschrieben und im Zytoplasma an den 

Ribosomen in Proteine übersetzt. Um die Transkription zu starten, gibt es spezifische 

DNA-Sequenzen sogenannte Promotoren, an denen RNA-Polymerasen binden können. 

Um die Affinität der RNA-Polymerase zu erhöhen, binden zusätzlich 

Transkriptionsfaktoren an den Promotor. Darüber kann die Ausprägung der 

Transkription gesteuert werden.  

Wie bei der elektromechanischen Kopplung spielt Ca2+ auch bei der Regulation der 

Transkription eine wichtige Rolle. Dabei werden hauptsächlich pro-hypertrophe 

Transkriptionswege reguliert. Der Einfluss des Ca2+ auf die Gentranskription erfolgt über 

mehrere Wege. 

Ein Weg führt über die Ca2+/Calmodulin-abhängige Proteinkinase (CaMKII). Durch lokale 

Erhöhung der Ca2+-Konzentration durch IP3R im Zellkern bindet Calmodulin (CaM) an die 

CaMKII. Dadurch wird die CaMKII aktiviert. Zusätzlich autophosphoryliert sich die 
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CaMKII, wodurch der aktivierte Zustand länger bestehen bleibt. Die Stimulation zur 

Autophosphorylation ist abhängig von der Frequenz des Ca2+-Transienten (Koninck & 

Schulman, 1998). Im aktivierten Zustand kann die CaMKII HDAC5 phosphorylieren, das 

daraufhin aus dem Zellkern exportiert wird. HDAC5 ist ein Repressor der Myocyte 

Enhancer Factor 2 (MEF-2) abhängigen Transkription. Durch den Export aus dem 

Zellkern von HDAC5 wird seine inhibierende Wirkung aufgehoben und dadurch die 

prohypertrophe Gentranskription angeschaltet (Wu, Zhang, Bossuyt, et al., 2006). 

PCaMKII phosphoryliert auch weitere Transkriptionsfaktoren wie CREB (cAMP response 

element binding protein). CREB fördert die Transkription von c-fos (Maier & Bers, 2002). 

 

Abbildung 1: CaMKII Signalweg (nach Abbildung in (Wu, Zhang, Bossuyt, et al., 2006)) 

Durch Erhöhung des [Ca2+] im Zellkern durch IP3R bindet Calmodulin (CaM) an die CaMKII. Das führt zu einer 

Aktivierung der CaMKII. Nun kann die CaMKII HDAC5 phosphorylieren, das daraufhin aus dem Zellkern exportiert 

wird. Dadurch wird seine inhibierende Wirkung aufgehoben und die prohypertrophe Gentranskription angeschaltet. 

Ein weiterer Weg führt über Calcineurin. Calcineurin wird über die Bindung von Ca2+ und 

CaM aktiviert und dephosphoryliert NFAT (nuclear factor of activated T-cells), das im 

Zytoplasma der Kardiomyozyten vorliegt. In Kardiomyozyten liegen vier Isoformen des 

NFAT (NFATc1, NFATc2, NFATc3, NFATc4) vor (Rooij, Doevendans, Theije, et al., 2002). 

Die häufigste Isoform in Kardiomyozyten ist NFATc2 (Bourajjaj, Armand, Martins, et al., 

2008). Jede dieser Isoformen des NFAT kann von Calcineurin dephosphoryliert werden. 
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Daraufhin wird das dephosphorylierte NFAT in den Kern transportiert und wirkt 

zusammen mit GATA4 als Transkriptionsfaktor. Diese Aktivierung spielt eine zentrale 

Rolle in der Entwicklung der kardialen Hypertrophie. Ein Gen, das dadurch verstärkt 

transkribiert wird, ist das BNP (Molkentin, Lu, Antos, et al., 1998) (Rooij, Doevendans, 

Theije, et al., 2002). 

 

Abbildung 2: Calcineurin Signalweg nach (Molkentin, Lu, Antos, et al., 1998) 

Calcineurin wird über die Bindung von Ca2+ und CaM aktiviert und dephosphoryliert NFAT. Das dephosphorylierte 

NFAT wird in den Kern transportiert und wirkt zusammen mit GATA4 als Transkriptionsfaktor. 



 

9 

1.8. Zielsetzung der Arbeit 

Mitochondrien fungieren über die Aufnahme von Ca²+ als Ca²+-Puffer der Zelle. Sie 

können so direkt die zytoplasmatische Ca²+-Konzentration beeinflussen.  

Der nukleäre Ca2+-Transient ist ein wichtiger Regulator der Gentranskription. Er setzt 

sich im Wesentlichen aus einer aktiven und einer passiven Komponente zusammen. Die 

aktive Komponente resultiert aus einer gezielten Freisetzung von Ca2+ aus der Kernhülle 

in das Nukleosol. Die passive Komponente besteht aus der Diffusion des zytosolischen 

Ca2+ durch die Kernporen und ist somit unmittelbar von der Höhe des zytosolischen Ca2+-

Transienten abhängig. Im Rahmen dieser Arbeit soll untersucht werden, inwiefern 

Mitochondrien über die Beeinflussung der passiven Komponente Einfluss auf die 

nukleäre Ca²+-Konzentration und in der Konsequenz auf die Gentranskription nehmen. 

Unsere Hypothese ist, dass intakte Mitochondrien über die Aufnahme von Ca2+ die 

Entstehung von Hypertrophie der Kardiomyozyten verzögern können. 
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2. Methoden 

2.1. Kardiomyozytenisolation 

Vor der Kardiomyozytenisolierung wurden die Mäuse mittels 300 µl Isofluran betäubt 

und anschließend mit Hilfe einer Pinzette die cervicale Dislokation durchgeführt. Nun 

erfolgte die Entnahme des Herzens. Dieses wurde in gekühlter Perfusionslösung (s. 

Tabelle 2) gewaschen. Die Aorta wurde kanüliert und das Herz mit einem Seidenfaden 

fixiert. Nun wurde das Herz mit kalter Perfusionslösung retrograd perfundiert. Dabei 

sollten die Koronarien blutleer werden. 

Im Anschluss wurde das Herz an ein vorgewärmtes Langendorff-Perfusionssystem 

angeschlossen. Zunächst wurde das Herz 3 min lang mit der vorgewärmten 

Perfusionslösung perfundiert mit einer Rate von 100 ml/h. Anschließend wurde 12 

Minuten mit einer Verdaulösung (s. Tabelle 3 ), die Trypsin und Liberase enthielt, mit 

einer Rate von 100,6 ml/h perfundiert. Dadurch lösen sich die Zell-Zell-Verbindungen. 

Das Herz wurde zerschnitten und die Zellen durch vorsichtige mechanische 

Manipulation aus dem Verband gelöst. Die Suspension wurde anschließend gefiltert. Im 

Anschluss wurden die Zellen mit Ca2+-Lösungen verschiedener Ca2+-Konzentrationen 

recalcifiziert. Hierbei erhielten die Zellen Zeit auf den Boden des Reagenzglases 

abzusinken und ein festes Pellet zu bilden. Der Überstand wurde dann entfernt und 

durch Calciumlösungen mit steigender Calciumkonzentration ersetzt. Nach jeder Zugabe 

von Calciumlösung wurden die Zellen resuspendiert. Die Calciumlösungen hatten die 

Konzentration 0,125, 0,25 und 0,5 mM. 
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2.2.  Substanzen und Lösungen 

2.2.1. Adulte Kardiomyozytenisolierung  

Stocklösung (1 Liter) für Kardiomyozytenisolierung 

Substanz MG (g/mol) Menge (g) Endkonzentration 

NaCl 58,4 7,884 135 mM 

KCl 74,6 0,35062 4,7 mM 

KH2PO4 136,1 0,08166 0,6 mM 

Na2HPO4*H2O 138 0,0828 0,6 mM 

MgSO4*7H2O 246,5 0,2958 1,2 mM 

HEPES 238,31 4,7662 20 mM 

Taurin 125,1 3,753 30 mM 

dH2O  Auf 1 l auffüllen  

NaOH (titrieren)   pH 7,4 

Tabelle 1: Stocklösung (1 Liter) für Kardiomyozytenisolierung 
 

Perfusionslösung 

Substanz Menge 

Stocklösung 333 ml 

Glucose 600 mg 

BDM 350 mg 

Tabelle 2: Perfusionslösung 
 

Verdaulösung 

Substanz Menge 

Perfusionslösung 60 ml 

Liberase 150 µl 

Trypsin 300 µl 

Ca2+ (10 mM) 67 µl 

Tabelle 3: Verdaulösung 
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Stop-1 Lösung 

Substanz Menge 

Perfusionslösung 2,25 ml 

FCS 250 µl 

Ca2+ (10 mM) 3,125 µl 

Tabelle 4: Stop-1 Lösung 
 

Stop-2 Lösung 

Substanz Menge 

Perfusionslösung 19 ml 

FCS 1 ml 

Ca2+ (10 mM) 25 µl 

Tabelle 5: Stop-2 Lösung 

 

PBS 

Substanz MG (g/mol) Menge/ 5l Konzentration 

NaCl 58,44 40 g 137 mM 

KCl 74,56 1 g 2,7 mM 

Na2HPO4*2H2O 177,99 7,2 g 8,1 mM 

KH2PO4 136,09 1,02 g 1,5 mM 

Tabelle 6: PBS 
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2.2.2. Konfokale Mikroskopie 

Tyrode  

Substanz MG (g/mol) Menge/l Endkonzentration  

NaCl 58,44 7,89 g  135 mM 

KCl 74,56 298 mg 4 mM 

Glucose 180,16 1,8 g  10 mM 

Hepes 238,3 2,38 g 10 mM 

MgCl2 (1M) 95,21 1 ml 1 mM 

CaCl2 (1M) 110,99 1 ml 1 mM 

dH2O  Auf 1 l auffüllen  

NaOH (titrieren)   pH 7,3  

Tabelle 7: Tyrode 
 

Lösungen für Konfokalmikroskopie 

Substanz Konzentration  

Laminin 50 µg/ml 50 µl Aliquot (1mg/ml) + 950 µl Tyrode 

Fluo4  Stock: 1 Vial Fluo4 + 45,6 µl Pluronic + 400 µl Tyrode 

200µl Stocklösung + 800 µl Tyrode 

Ang II 2 µM 100 µl (2mM) in 100 ml 

Caffeine 20 mM 388 mg in 100 ml Tyrode 

Ru 360 181,6 µM 

10 µM 

1 µM 

Stock: 1 Vial (100 µg) in 1 ml desoxy H2O 

55 µl Stock in 945 µl Tyrode 

468 µl Stock in 85 ml Tyrode 

Dantrolen 0,5 M 

 

1 µM 

Stock: 10,5 mg in 62,5 µl DMSO 

Zwischenschritt: 10 µl in 1 ml -> 5 mM 

Davon 20 µl in 100 ml Tyrode 

Tabelle 8: Lösungen für Konfokalmikroskopie 
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2.3. Funktionsprinzip konfokale Mikroskopie 

Der Vorteil des konfokalen Mikroskops gegenüber einem Lichtmikroskop besteht in 

einer besseren Auflösung. Der Unterschied besteht darin, dass zwei Lochblenden 

verwendet werden. Die eine Lochblende ist vor der Lichtquelle, die andere vor dem 

Detektor. 

Der Strahlengang ist in Abbildung 3 abgebildet. Die Lichtquelle wird durch eine 

Lochblende geleitet und durch einen dichromaten Spiegel auf das Objekt projiziert. Das 

Licht aus dem Fokus (grün) wird vom Detektor aufgenommen. Licht aus 

danebenliegenden Stellen (rosa) wird durch eine zweite Lochblende vor dem Detektor 

abgeschirmt. Dadurch werden Lichtstrahlen, die nicht aus dem Fokus kommen, nicht 

aufgenommen und der Kontrast verbessert. Somit kann eine hohe Auflösung erzeugt 

werden. 

 

Abbildung 3: Strahlengang konfokales Mikroskop; nach John Innes Centre 

Die Lichtquelle wird durch eine Lochblende geleitet und durch einen dichromaten Spiegel auf das Objekt projiziert. 

Das Licht aus dem Fokus (grün) wird vom Detektor aufgenommen. Licht aus danebenliegenden Stellen (rosa) wird 

durch eine zweite Lochblende vor dem Detektor abgeschirmt. Dadurch werden Lichtstrahlen, die nicht aus dem Fokus 

kommen, nicht aufgenommen. 
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Es wird nicht das ganze Bild aufgenommen, sondern die einzelnen Punkte werden 

nacheinander abgefahren und erst danach von einem Computer zu einem vollständigen 

Bild verrechnet (Volgger, 2008, pp.193–210). 

Um die Geschwindigkeit einer Serienaufnahme zu vergrößern, kann anstatt eines 2D-

Bildes nur eine Linie über den zeitlichen Verlauf aufgenommen werden. Dies nennt man 

Line-Scan. Dabei wird eine Linie gewählt, die durch die zu beobachtenden Strukturen 

läuft. 

Abbildung 4: Line Scan (nach (Ljubojevic, Radulovic, Leitinger, et al., 2014))  
Links: 2D Bild einer Kardiomyozyte, mit einem Konfokalmikroskop aufgenommen, Mitte: Schemazeichnung mit 
Auswahl der Linie, Rechts: Line Scan durch Zytoplasma (schwarz) und Zellkern (rot). 

 

2.4. Grundlagen der Fluoreszenz 

Manche Moleküle besitzen die Eigenschaft, nachdem sie von kurzwelligem Licht 

angeregt wurden, langwelligeres Licht abzustrahlen. Dies bezeichnet man als 

Fluoreszenz. Durch die Energie des kurzwelligen Lichts können Elektronen kurzzeitig auf 

ein höheres Energieniveau gebracht werden. Beim Zurückfallen auf das ursprüngliche 

Energieniveau wird wieder Energie frei; unter anderem auch als Lichtenergie. Da es 

energieärmer als das Anregungslicht ist, hat es jedoch eine größere Wellenlänge. Diese 

Lichtabgabe dauert nur wenige Millisekunden an. Verschiedene Moleküle haben ein 

unterschiedliches Spektrum von Anregungslicht und daraus resultierendem emittiertem 

Licht (Volgger, 2008, pp.163–173). 
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2.5. Messung der [Ca2+]-Transienten 

Die Messungen der Calciumtransienten fanden an einem konfokalen Mikroskop LSM 

780 von ZEISS statt. 

Um die Zellen unter dem Mikroskop betrachten zu können, wurden die Zellen zunächst 

auf einem Objektträger fixiert. Dazu wurde 170 µl Laminin (s. Tabelle 8) auf den 

Objektträger pipettiert. Dies wurde bei Raumtemperatur für eine Stunde inkubiert. 

Danach wurde die Flüssigkeit abgenommen und die Zellsuspension auf den Objektträger 

gegeben. Diese wurde wiederum für eine Stunde inkubiert. Die Zellen waren nun auf 

dem Objektträger fixiert. 

 

Färbung mit Fluo 4-AM 

Fluo 4 (Life Technologie, F14201) ist ein Ca2+-sensitiver Farbstoff. Die Farbstoffmoleküle 

fluoreszieren nur nach Bindung an Ca2+ Ionen, so dass über Änderungen der Fluoreszenz 

Änderungen der Ca2+-Konzentration abgeschätzt werden können. Er reichert sich 

sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern an. Zunächst liegt der Farbstoff gebunden 

mit einem Acetoxymethylester vor und wird erst nach Aufnahme in die Zelle durch 

Esterasen gespalten und kann dadurch nicht mehr aus der Zelle diffundieren. Der 

Farbstoff wurde 20 min bei Raumtemperatur inkubiert, was zu einer gleichmäßigen 

Verteilung der Farbstoffmoleküle in Zellkern und Zytoplasma führte. Anschließend 

wurden die Zellen 10 Minuten mit Tyrode (s. Tabelle 7) gewaschen, um nicht-

deesterisierte Farbstoffmoleküle zu entfernen und ein stabiles basales 

Fluoreszenzniveau zu erhalten. 

 

Messung der zytoplasmatischen und nukleären [Ca2+]-Transienten 

Zur Aufnahme am Mikroskop wurde ein Ölimmersionsobjektiv Apochromat C mit 63-

facher Vergrößerung genutzt. Fluo 4 wurde mit einem Argonlaser bei 488nm angeregt 

und die Fluoreszenz bei 500 – 540nm aufgenommen. Die Messungen wurden mit dem 

Line Scan (s. 2.3) durchgeführt. Die Linie wurde so gewählt, dass sowohl Zytoplasma, der 

Zellkern sowie der Hintergrund darauf abgebildet waren. 
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Die Zellen wurden mit 0,5 Hertz stimuliert. Gemessen wurden zuerst 4 Transienten mit 

Tyrode zur Kontrolle. Dann jeweils 4 Transienten 2, 5, 7 und 10 Minuten nach Beginn 

der Zugabe von Ang II.  

 

Färbung mit X-Rhod-1 

X-Rhod-1 ist ebenfalls ein Ca2+-sensitiver Farbstoff. Er besitzt eine negative Nettoladung 

und wird daher präferentiell in Mitochondrien aufgenommen. Der Farbstoff wurde für 

30 Minuten bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde 1mM CoCl2 für mindestens 15 

Minuten dazugegeben. CoCl2 bindet den Farbstoff und unterdrückt damit die 

Fluoreszenz. Es wird jedoch nicht in die Mitochondrien aufgenommen, sondern nur ins 

Zytoplasma. Dadurch wird es ermöglicht spezifisch die zytoplasmatische Fluoreszenz zu 

blockieren und nur das mitochondriale Ca2+ darzustellen. 

 

Messung des mitochondrialen [Ca2+] 

Zur Aufnahme am Mikroskop wurde ebenfalls das Apochromat C mit 63-facher 

Vergrößerung benutzt. X-Rhod wurde bei 543 nm angeregt und das emittierte Licht bei 

552-617 nm aufgenommen. Es wurden 2D Aufnahme angefertigt. 

 

Blockierung mit Ru 360 

Zur Blockierung des MCU wurde Ru360 (Calbiochem, Bestellnummer: 557440) 

verwendet. Nach Fixation der Zellen auf dem Objektträger, wurde der Überstand 

abgenommen und ein Tropfen von einer 10 µM Ru 360-Lösung zugegeben. Dies wurde 

für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die Färbungen 

durchgeführt. Während der Messungen wurde eine 1µM Ru 360 Lösung zugegeben. Bei 

den Versuchen zur Einwaschung des Blockers wurden die Zellen zunächst gefärbt und 4 

Transienten mit Tyrode gemessen. Danach wurde Ru360 zugegeben und für eine Stunde 

inkubiert. Nach 60, 65, und 70 Minuten wurden jeweils 4 Transienten gemessen.  
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Blockierung mit Dantrolen 

Zur Blockierung des mitochondrialen RyR wurde Dantrolen (Sigma, Bestellnummer: 

D9175) verwendet. Nach Färbung mit dem jeweiligen Farbstoff, wurden die Zellen mit 

einer 1µM Dantrolenlösung für 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Bei den 

Versuchen zur Einwaschung des Blockers wurden die Kardiomyozyten zunächst gefärbt 

und 4 Transienten mit Tyrode gemessen. Danach wurde Dantrolen zugegeben. Nach 10, 

15 und 20 Minuten wurden jeweils 4 Transienten gemessen.  

 

2.6. Statistik 

Alle Ergebnisse sind als Mittelwerte ± Standardfehler dargestellt. Die Berechnung der 

Signifikanz erfolgte mit dem t-Test. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von *p<0,05 und 

**p<0,01 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle wurde als signifikant erachtet. 
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3. Material 

 

Substanz Firma Catalog-Nr. 

2-APB Sigma D9754 

Acrylamid  Sigma A9099 

Ammonium Persulfat 10% Sigma A7460 

Angiotensin II Sigma A9525 

BDM Sigma B0753 

BSA Sigma A2153 

CaCl2 (1M) Sigma 21115 

Caffeine Sigma C0750 

CoCl2 Roth 7095.1 

Cumarin-Acid Pulver Sigma C9008 

Dantrolen Sigma D9175 

Dextrose Merck 1.08342 

DMSO Sigma D8418 

DNAse Sigma DN25 

EDTA Sigma 03690 

FCS Biochrome S0615 

Fluo4 Life Technologie F14201 

Glucose Sigma G5767 

HCl Sigma 35328 

Hepes Sigma H3375 

KCl Merck 104.936 

KH2PO4 Merck 104.873 

Laminin Sigma L2020 

L-Glutamin Sigma G8540-25G 

Liberase Roche 05401151001 

Loading buffer Cell Signaling 7722S 
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Luminol Sigma A4685 

MgCl*6H2O Merck 1.05833 

MgCl2 (1M) Sigma M1028 

MgSO4*7H2O Merck 105.886 

Na Ortovanadate Sigma S6508 

Na2HPO4 SAFC RES20908-A702X 

Na2HPO4*H2O Merck 106.346 

Na4P2O7 Sigma P8010 

NaCl Sigma 31434 1KG-R 

NaFl Sigma S1504 

NaH2PO4*H2O Merck 1.06346 

NaHCO3 Sigma S-5761 

NaOH Merck 1.091.371.000 

Pluronic Invitrogen P3000MP 

Ru 360 Calbiochem 557440 

SDS  Sigma C4509 

Taurin Sigma T0625 

TEMED Sigma T9281 

Tris Base Sigma T6066 

Tris-HCl Sigma T3253 

Trypsin Gibco 15090 

Tween 20 Roth 9127.1 

X-Rhod Thermo Fisher X14210 
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4. Ergebnisse 

4.1. Konzentrationsabhängige Wirkung von Angiotensin II auf die 

diastolische zytosolische und nukleäre Ca2+-Konzentration 

Im Vorfeld konnte von unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass über den IP3-

Rezeptor freigesetztes Ca2+ in die Mitochondrien aufgenommen wird und dort die ATP-

Produktion erhöht (Daten nicht veröffentlicht). Zunächst wurden adulte 

Kardiomyozyten der Maus mit dem IP3R-Agonisten Angiotensin II (Ang II) stimuliert. Da 

IP3-Agonisten selber nicht nur einen positiv inotropen Effekt besitzen, sondern über 

einen im Vergleich zum Zytosol überproportionalen Anstieg der nukleären Ca2+-

Konzentration auch hypertrophe Gentranskription aktivieren, wurden verschiedene 

Konzentrationen von Ang II getestet. Ziel war es, eine Konzentration zu finden, die stark 

genug ist um die mitochondriale Ca2+-Aufnahme zu aktivieren, aber keinen 

überproportionalen Anstieg der nukleären Ca2+-Konzentration zur Folge hat. 

Es wurden Versuche mit 2 und 3 µM Ang II durchgeführt. Abbildung 5A zeigt die 

Veränderung der diastolischen Ca2+-Konzentration in Zytosol (schwarz) und Zellkern 

(rot) in Abhängigkeit der Stimulation mit 3 µM Ang II (durchgezogenen Linie, Zytosol: 

+31 ± 14%, Zellkern: +37 ± 26%) und 2 µM Ang II (gestrichelte Linie, Zytosol: +11% ± 4%, 

Zellkern: +13% ± 6%) über 10 min Beobachtungszeit. Abbildung 5B zeigt die im selben 

Zeitraum gemessene Veränderung der Amplitude des zytosolischen (schwarz) und 

nukleären Ca2+-Transienten (rot). Aus den Daten geht deutlich hervor, dass die 

Stimulation der Kardiomyozyten mit 2 µM Ang II nicht zu einer Beeinflussung der 

zytosolischen und nukleären diastolischen Ca2+-Konzentration führt. Auch die Amplitude 

des Ca2+-Transienten in Zytosol und Zellkern blieben unter der Stimulation mit 2 µM Ang 

II stabil. Die Stimulation mit 3 µM Ang II hingegen, führt zu einer Steigerung der 

diastolischen nukleären und zytosolischen Ca2+-Konzentration. Zur Verdeutlichung der 

unterschiedlichen Effekte von 2 und 3 µM Ang II wurde der Quotient der maximalen 

diastolischen Änderungen der Ca2+-Konzentration in Zellkern und Zytosol gebildet 

(Abbildung 5C). Dieser zeigt, dass durch 3 µM Ang II vor allem die Ca2+-Konzentration im 

Zellkern ansteigt. 
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Abbildung 5: Effekt der IP3-vermittelten Ca2+-Freisetzung aus dem SR auf die diastolische zytosolische und 

nukleäre Ca2+-Konzentration. 

Veränderung des diastolischen [Ca2+] (A) und Amplitude (B) in Zytosol (schwarz) und Zellkern (rot) in 

Abhängigkeit der Stimulation mit 3 µM Ang II (durchgezogene Linie) und 2 µM Ang II (gestrichelte Linie) 

über 10 Minuten Beobachtungszeit. Die Stimulation mit 2 µM Ang II führt zu keiner Beeinflussung der 

Kardiomyozyten, während die Stimulation mit 3 µM Ang II zu einer Erhöhung des diastolischen [Ca2+] 

führt. 

C: Verhältnis des [Ca2+]nuc und [Ca2+]cyto nach 10 Minuten Beobachtungszeit. Durch Stimulation mit 3 µM 

Angiotensin steigt vor allem das [Ca2+]nuc an, während unter Stimulation mit 2µM Angiotensin [Ca2+]Cyto+nuc 

stabil bleibt. 
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4.2. Ca2+-Aufnahme in die Mitochondrien 

Ca2+ wird hauptsächlich über den mitochondrialen Calcium Uniporter (MCU) und auch 

über den mitochondrialen RyR in Mitochondrien aufgenommen (s. Kapitel 1.2.1). In 

Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass die zelluläre Stimulation mit dem IP3R-

Agonisten Endothelin-1 (ET-1) zur Ca2+-Aufnahme in Mitochondrien in adulten 

Ventrikelkardiomyozyten der Maus führte (Seidlmayer, Kuhn, Berbner, et al., 2016). Da 

in dieser Arbeit der IP3R-Agonist Ang II in elektrisch stimulierten Zellen verwendet 

werden sollte, um die Interaktionen von mitochondrialem, zytosolischem und 

nukleärem Ca2+-Haushalt zu untersuchen, wurde zunächst überprüft, ob die Stimulation 

der Myozyten mit 2 µM Ang II in elektrisch stimulierten Zellen in einer messbaren 

Beeinflussung der mitochondrialen Ca2+-Konzentration resultiert. 

Dazu wurden die Kardiomyozyten mit dem Ca2+-sensitiven Farbstoff X-Rhod gefärbt, mit 

0,5 Hz stimuliert und 2µM Ang II behandelt. Infolge der Ang II Behandlung stieg die 

mitochondriale Ca2+-Konzentration nach 20 Minuten um +15% ± 2% in Relation zur 

unbehandelten Kontrolle an. 

Obwohl die Gabe von 2 µM Ang II keinen Effekt auf den zytosolischen und nukleären 

Ca2+-Haushalt hatte (siehe Abbildung 5), kommt es dennoch zu einem Anstieg der 

mitochondrialen Ca2+-Konzentration (Abbildung 6; grau 2 µM Ang II; schwarz 3 µM Ang 

II). Daher wurden alle nachfolgenden Versuche mit 2 µM Ang II durchgeführt. 

  

Abbildung 6: Effekt von Angiotensin auf das mitochondriale Ca2+ ([Ca2+]m) in elektrisch stimulierten 

Myozyten.  

Messung des mitochondrialen [Ca2+] nach Gabe von 2µM und 3µM Ang II. Unabhängig von der Ang II-

Konzentration steigt das [Ca2+]m an. 
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4.3. Einfluss der mitochondrialen Ca2+-Aufnahmeblocker auf 

Kardiomyozyten  

4.3.1. Einfluss auf die mitochondriale Ca2+-Konzentration 

Um die mitochondriale Ca2+-Aufnahme zu blockieren, wurden Blocker des 

mitochondrialen Ca2+ Uniporters (MCU, Blocker Ru360) und des mitochondrialen 

Ryanodinrezeptors (mRYR1, Blocker Dantrolen) verwendet. Vor der Verwendung der 

Substanzen wurden zur Charakterisierung der Blockereffekte beide Substanzen nach 

Stimulierung mit 2 µM Angiotensin II einzeln eingewaschen und der Blockereffekt 

beobachtet. Beide Substanzen reduzierten in elektrisch stimulierten Kardiomyozyten 

signifikant die mitochondriale Ca2+ Aufnahme. Beide Substanzen reduzierten die 

mitochondriale Ca2+-Konzentration nach 5 Minuten um 15%. Nach 10 Minuten wurde 

das mitochondriale Ca2+ durch Ru360 um 22% reduziert, während durch Dantrolen das 

mitochondriale Ca2+ um 26% reduziert wurde (Abbildung 7). 

 

  

Abbildung 7: Einfluss der mitochondrialen Ca2+-Aufnahmeblocker auf das [Ca2+]m. 

Untersuchung der Effekte von Ru 360 (Blocker des MCU) und Dantrolen (Blocker des mRYR1) auf das mitochondriale 

[Ca2+] in Kardiomyozyten, die mit 2µM Ang II stimuliert wurden. Nach Einwaschen von Ru 360 und Dantrolen zeigt 

sich eine Abnahme des mitochondrialen [Ca2+] um 15% nach 5 Minuten für beide Blocker und um 22 % (Ru360) und 

26% (Dantrolen) nach 10 Minuten im Vergleich zur Kontrolle. 
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4.3.2. Einfluss der mitochondrialen Blockierung auf die nukleäre und 

zytoplasmatische Ca2+-Konzentration ohne Ang II Stimulation 

Auch die Effekte der Blocker auf die zytosolische und die nukleäre Ca2+-Konzentration 

und die Kinetik des Ca2+-Transienten wurden untersucht. Dantrolen hatte in elektrisch 

stimulierten Zellen keinen Einfluss auf die Ca2+-Konzentration von Zytosol und Zellkern. 

Auch die Kinetik des [Ca2+]-Transienten wurde durch Dantrolen nicht beeinflusst. In 

Abbildung 8A+B werden Änderungen der zytosolischen und nukleären Ca2+-

Konzentration nach Behandlung mit Dantrolen gezeigt. Nach 20 Minuten 

Beobachtungszeit blieb sowohl das zytosolische Ca2+ als auch das nukleäre Ca2+ 

konstant. In der Abbildung 8C wird gezeigt, dass die Kinetik durch Dantrolen allein nicht 

beeinflusst wird. 

Das Einwaschen von Ru360 hingegen führte in elektrisch stimulierten Zellen zu einem 

Anstieg der zytosolischen und nukleären diastolischen Ca2+-Konzentration, welche am 

ehesten durch eine Verlangsamung des Zurückpumpens von Ca2+ in die intrazellulären 

Speicher am Ende des [Ca2+] Transienten bedingt ist. 

In Abbildung 8D+E wird das zytosolische und nukleäre Ca2+ nach Behandlung mit Ru360 

gezeigt. Hier bleibt das zytosolische Ca2+ konstant, während das nukleäre Ca2+ ansteigt. 

In Abbildung 8F zeigt sich jedoch, dass sich die Kinetik des nukleären [Ca2+]-Transienten 

verändert. Die Anwesenheit von Ru360 führt zu einer schnelleren Freisetzung von Ca2+ 

in den Zellkern und zu einer langsameren Wiederaufnahme des Ca2+ in die Kernhülle 

nach Abschluss des [Ca2+]-Transienten.  
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Abbildung 8: Effekte der mitochondrialen Ca2+-Aufnahmeblocker in unbehandelten Kardiomyozyten auf das Zytosol, 

den Zellkern und die Kinetik. 

In unbehandelten Kardiomyozyten wurde der Einfluss von Dantrolen und Ru 360 auf das zytosolische und nukleäre 

[Ca2+] und den [Ca2+]-Transienten gemessen. Nach Gabe von Dantrolen zeigt sich keine Änderung des zytosolischen 

(A) und nukleären [Ca2+] (B) innerhalb von 20 Minuten. Auch der [Ca2+]-Transient ändert sich nicht (C). Nach Gabe von 

Ru 360 bleibt das zytosolisch [Ca2+] (D) stabil, während das nukleäre [Ca2+] (E) ansteigt. Auch der nukleäre [Ca2+]-

Transient (F) ändert sich. Ru 360 führt zu einer schnelleren Freisetzung von Ca2+ in den Zellkern und zu einer 

verlangsamten Wiederaufnahme in die Kernhülle. 
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4.4. Einfluss der mitochondrialen Blockierung auf das nukleäre und 

zytoplasmatische Ca2+ nach Ang II Stimulation 

Nach der separaten Charakterisierung der Blocker und der Wirkung von Ang II, wurden 

jetzt zur Beantwortung der Fragestellung mit 2 µM Ang II behandelt und gleichzeitig die 

mitochondriale Ca2+-Aufnahme mit den beschriebenen Blockern der mitochondrialen 

Ca2+-Aufnahme gehemmt. Es wurden mitochondriale, zytosolische und nukleäre Ca2+-

Änderungen gemessen. Zur Messung der zytosolischen und nukleären Ca2+-Änderungen 

wurden die Zellen für 20 min mit dem Ca2+-sensitiven Farbstoff Fluo-4 beladen. 

Abbildung 9A zeigt die Veränderung des diastolischen [Ca2+] im Zytoplasma nach der 

Gabe von 2µM Ang II (grau) (5 Minuten: + 5% ± 4%, 10 Minuten: +11% ± 4%) und 

zusätzlicher Gabe von Ru360 (blau) (5 Minuten: +13% ± 3%, 10 Minuten: +20% ± 4%) 

oder Dantrolen (grün) (5 Minuten: +13% ± 2%, 10 Minuten: +21 ± 2%) nach 5 und nach 

10 Minuten nach Beginn der Gabe in Relation zum [Ca2+] vor Beginn. Sowohl nach 5 als 

auch nach 10 Minuten steigt das [Ca2+] im Zytoplasma nach Blockierung der 

mitochondrialen Ca2+-Aufnahme im Gegensatz zur alleinigen Gabe von Ang II an, 

unabhängig von der Blockersubstanz. Abbildung 9B zeigt entsprechend die Veränderung 

des diastolischen [Ca2+] im Zellkern. Nach 5 Minuten steigt das [Ca2+] nach Blockierung 

mit Dantrolen (+21% ± 5%) im Zellkern an, während nach Blockierung mit Ru360 (+12% 

± 4%) das [Ca2+] im Vergleich zur alleinigen Gabe von Ang II (+13% ± 5%) nicht ansteigt. 

Nach 10 Minuten steigt auch das [Ca2+] im Zellkern nach Ru360 Gabe leicht an (+16% ± 

5%), jedoch nicht so stark wie nach Gabe von Dantrolen (+24% ± 4%). Das diastolische 

[Ca2+] im Zellkern nach alleiniger Gabe von Ang II steigt nach 10 Minuten nicht weiter an 

(+13% ± 6%). Zur Verdeutlichung des Effektes auf das nukleäre [Ca2+] wurde der 

Quotient aus nukleärem und zytosolischem [Ca2+] gebildet (Abbildung 9C). Dabei zeigt 

sich, dass das [Ca2+] im Zellkern nach Gabe von Dantrolen überproportional stärker 

ansteigt als nach Gabe von Ru360. Das weist darauf hin, dass der mRyR eine Rolle in der 

Regulierung des nukleären [Ca2+] spielt. 
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Abbildung 9: Effekte der mitochondrialen Ca2+-Aufnahme-Blocker auf das diastolische [Ca2+]cyto+nuc in Ang II 

behandelten Kardiomyozyten. 

A zeigt die Veränderung des diastolischen [Ca2+] im Zytoplasma nach der Gabe von 2µM Ang II (grau) und zusätzlicher 

Gabe von Ru360 (blau) oder Dantrolen (grün) nach 5 und nach 10 Minuten nach Beginn der Gabe in Relation zum Ca2+ 

vor Beginn. Unabhängig von der Blockersubstanz steigt das [Ca2+] im Zytoplasma im Gegensatz zur alleinigen 

Stimulation mit Ang II an. B zeigt entsprechend das diastolische nukleäre [Ca2+]. Durch Gabe von Dantrolen steigt das 

nukleäre [Ca2+] deutlich stärker an, als nach Gabe von Ru 360. Dies wird in C mit dem Verhältnis vom nukleären zum 

zytoplasmatischen [Ca2+] noch einmal verdeutlicht: Nach Gabe von Dantrolen steigt das [Ca2+] im Nukleus 

überproportional stärker an, als nach Gabe von Ru 360. 
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5. Diskussion 

Die mitochondriale Ca2+-Aufnahme ist ein wichtiger Prozess in der Zelle. Die Ca2+-

Konzentration in Mitochondrien beeinflusst die Energiebereitstellung der Zelle, sowie 

initiiert bei Ca2+-Überladung die Apoptose.  

In den letzten Jahrzehnten wurde zudem die Bedeutung von Mitochondrien in der 

Entstehung von Krankheiten bewusst. In der Herzinsuffizienz ist die räumliche Struktur 

der Kardiomyozyten zunehmend ungeordnet. Die Mitochondrien, die sich 

normalerweise zwischen den Myofibrillen befinden, kommen außerhalb zu liegen. 

Zudem variiert die Größe der Mitochondrien zwischen sehr klein und sehr groß (Schaper, 

Froede, Hein, et al., 1991). Dadurch kann die Funktion der Mitochondrien eingeschränkt 

sein. 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war herauszufinden, ob eine gestörte, durch IP3 

vermittelte Ca2+-Aufnahme in Mitochondrien von Kardiomyozyten die Ca2+-

Konzentration im Zellkern beeinflusst wird und darüber die Gentranskription gesteuert 

wird. 

Ang II, das unter anderem in der Herzinsuffizienz vermehrt produziert wird, führt zu 

einer Steigerung des nukleären und zytosolische Ca2+-Transienten. Daher wurde 

zunächst eine Ang II-Konzentration gesucht, die keine Beeinflussung des zytosolischen 

und nukleären Ca2+-Transienten zur Folge hat. Da durch die nukleäre Ca2+-

Konzentrationserhöhung durch IP3-Agonisten eine Aktivierung der hypertrophen 

Gentranskription erfolgen kann. Bei Versuchen zum Vergleich von 2 und 3 µM Ang II 

zeigte sich, dass 3 µM Ang II die zytosolische und nukleäre Ca2+-Konzentration erhöht, 

während 2 µM Ang II keine Erhöhung zur Folge hat. 

In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass durch den IP3-Agonisten ET-1 das 

mitochondriale [Ca2+] erhöht wird. Hier wurden die Versuche mit Ang II wiederholt. Das 

mitochondriale Ca2+ stieg sowohl nach Stimulation mit 3 µM als auch nach 2 µM 

signifikant an. 

Wir konnten zeigen, dass durch die Blockade des mRyR und MCU durch Dantrolen und 

Ru360 die mitochondriale Ca2+-Aufnahme nach Ang II-Stimulation blockiert wird. 
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Dantrolen ist spezifisch für den Typ 1 und 3 RyR und hat keinen Einfluss auf den Typ 2 

RyR, der im SR von Kardiomyozyten exprimiert wird (Zhao, Li, Chen, et al., 2001). 

Wir testeten in Versuchen ohne Ang II, ob die Gabe von Dantrolen Einfluss auf das 

zytosolische und nukleäre Ca2+ hat. Hier zeigte sich keinerlei Änderung der Ca2+-

Transienten. Dies zeigt, dass die Ca2+-Freisetzung aus dem SR nicht gestört wird. Zum 

anderen wird ohne Stimulation mit Ang II kaum Ca2+ in Mitochondrien aufgenommen, 

das durch Dantrolen blockiert werden könnte, sodass auch hierdurch keine Änderung 

des zytosolischen Ca2+ resultieren würde. 

Übereinstimmend mit anderen Arbeitsgruppen konnte gezeigt werden, dass die Gabe 

von Dantrolen auf das zytoplasmatische und nukleäre Ca2+ keinen Einfluss hat (Domeier, 

Roberts, Gibson, et al., 2014). 

Ru360 führte bereits in elektrisch stimulierten Zellen alleine zu Veränderungen des 

[Ca2+]-Transienten im Zellkern, indem es die Kinetik des nukleären [Ca2+] verlangsamt. 

Auf den zytosolischen [Ca2+]-Transienten hat es keinen Einfluss. Dies konnte auch in 

Vordaten so gezeigt werden (Lu, Ginsburg, Kettlewell, et al., 2013). 

Durch die Blockade der mitochondrialen Ca2+-Aufnahme in elektrisch stimulierten und 

mit Ang II behandelten Kardiomyozyten steigt die Ca2+-Konzentration im Zytoplasma an. 

Dieser Effekt konnte auch in weiteren Arbeitsgruppen bereits gezeigt werden. So wird 

durch Herunterregulation des MCU in neonatalen Zellen die Amplitude des 

zytoplasmatischen [Ca2+]-Transienten erhöht (Drago, De Stefani, Rizzuto, et al., 2012). 

In spezifisch im Myokard unterdrückter MCU-Expression zeigte sich auch ein erhöhtes 

zytoplasmatisches [Ca2+] (Rasmussen, Wu, Joiner, et al., 2015). Eine Ursache hierfür 

kann außer der verminderten Ca2+-Aufnahme in die Mitochondrien, eine verminderte 

ATP-Produktion sein. ATP wird in Mitochondrien durch oxidative Phosphorylierung 

gebildet, das durch Ca2+-abhängige Dehydrogenasen reguliert wird. 

In der vorliegenden Arbeit kann gezeigt werden, dass nachfolgend auch die Ca2+-

Konzentration im Zellkern steigt. Dies ist besonders nach der Blockade des mRyR durch 

Dantrolen zu beobachten. Durch Blockade des MCU durch Ru360 steigt zwar das Ca2+ im 

Zytosol an, jedoch kaum im Zellkern. Dies könnte an der geänderten Kinetik des 

nukleären [Ca2+] durch Ru360 liegen. Dadurch ist die Interpretation der Daten nahezu 
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unmöglich. Zur weiteren Klärung inwieweit die Blockierung des MCU Einfluss auf das 

nukleäre [Ca2+] hat, muss durch weiterführende Versuche wie etwa mit MCU-Knock Out 

Mäusen geklärt werden. 

Unsere Hypothese ist, dass durch Stimulation mit Ang II Ca2+ aus perinukleärem SR 

freigelassen wird. Wenn nun RyR1 auf den perinukleären Mitochondrien geblockt wird, 

kann mehr Ca2+ in den Zellkern gelangen. In der Folge steigt das nukleäre [Ca2+] an und 

das mitochondriale Ca2+ sinkt. Im Gegensatz dazu wird nach Blockierung des MCU die 

nukleäre Ca2+-Aufnahme nicht gesteigert, da nach Ang II Stimulation Ca2+ nicht primär 

über MCU in Mitochondrien aufgenommen wird. Da jedoch trotzdem beobachtet wird, 

dass nach Blockade des MCU das zytosolische [Ca2+] ansteigt, wird möglicherweise in 

andere Mitochondrien – nicht die perinukleären Mitochondrien- das durch IP3 vermittelt 

freigesetzte Ca2+ über MCU aufgenommen.  

In Abbildung 10 sind die Ergebnisse dieser Arbeit zusammengefasst. 

 
Abbildung 10: Zusammenfassung des vermuteten Signalweges. 

Durch Blockierung der Ca2+-Aufnahme in die Mitochondrien durch Dantrolen, steigt die Ca2+-Konzentration im 

Zytoplasma und nachfolgend im Zellkern. 

Versuche zum Nachweis von (p)NFAT durch Western Blots ließen sich aufgrund der zu 

geringen Spezifität der Antikörper nicht sinnvoll auswerten. In unserer Arbeitsgruppe 

ließ sich jedoch nachweisen, dass nach Stimulation mit Angiotensin, das nukleäre [Ca2+] 

ansteigt und über Calcineurin und NFAT vermittelt, die prohypertrophe 

Gentranskription aktiviert wird (Olivares-Florez, Czolbe, Riediger, et al., 2018). Auch in 
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anderen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass durch den Anstieg des nukleären Ca2+ 

NFAT durch Ca2+-abhängige Phosphatasen dephosphoryliert und in den Zellkern 

transportiert wird, wo die NFAT-abhängige Gentranskription aktiviert wird. Mittlerweile 

konnte in mehreren Studien nachgewiesen werden, dass durch IP3-Freisetzung NFAT 

aktiviert wird. Eine Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass NFAT in Vorhofzellen durch IP3 

direkt freigesetzt wird, während in Ventrikelzellen NFAT durch alleinige Stimulation mit 

IP3 nicht ansteigt (Rinne & Blatter, 2010). Jedoch zeigte eine andere Gruppe, dass durch 

IP3 eine hypertrophe Stimulation durch den Calcineurin/NFAT Signalweg vermittelt wird 

(Nakayama, Bodi, Maillet, et al., 2010). In Kardiomyozyten konnte gezeigt werden, dass 

durch Stimulation mit Endothelin, das auch zu einer IP3-Erhöhung führt, über den 

CnA/NFAT- Weg zu einer Hypertrophie führt (Higazi, Fearnley, Drawnel, et al., 2009).  

Die Aufnahme von Ca2+ in Mitochondrien ist essentiell für eine adäquate 

Energiebereitstellung der Zelle. Wenn diese Aufnahme gestört ist, dann kann auf äußere 

Reize hin nicht genügend ATP produziert werden. Dies zeigt sich beispielsweise bei 

Fehlen des Proteins Mfn2. Mfn2 verbindet das SR und Mitochondrien. Bei Fehlen dieses 

Proteins weichen das SR und die Mitochondrien wenige Nanometer auseinander. Das 

reicht aus, dass die Ausbildung einer Ca2+-Mikrodomäne nicht stattfinden kann. Das hat 

zur Folge, dass Mitochondrien weniger Ca2+ aufnehmen können (Dorn & Maack, 2013). 

Auch bei chronischem Herzversagen zeigt sich die Relevanz der mitochondrialen Ca2+-

Aufnahme. Diese ist bei chronischem Herzversagen durch mehrere Faktoren gestört. In 

der Herzinsuffizienz ist die intakte räumliche Struktur insbesondere der Kontakt von SR 

und Mitochondrien gestört, was zu einer mitochondrialen Dysfunktion führt. Zudem 

kann das über die IP3 freigesetzte Ca2+ nicht mehr in die Mitochondrien aufgenommen 

werden (Daten nicht publiziert). Des Weiteren ist der zytosolische Ca2+-Transient 

reduziert, da die SERCA Aktivität reduziert ist. Dies führt zu einer reduzierten Ca2+-

Ladung des SR und somit zu einer verminderten Ca2+-Freisetzung nach einem 

Aktionspotential. Zudem ist das zytoplasmatische Na+ erhöht. Dadurch wird der Ca2+-

Ausstrom aus dem Mitochondrium favorisiert. 

Sowohl bei der physiologischen als auch in der pathologischen Hypertrophie ist das 

intrazelluläre [Ca2+] in Kardiomyozyten erhöht. Jedoch ist nur bei der pathologischen 
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Hypertrophie auch NFAT erhöht. Das zeigt, dass Kardiomyozyten auf eine Ca2+-Erhöhung 

unterschiedlich reagieren können, je nachdem auf welchen Reiz hin diese Erhöhung 

stattgefunden hat (Wilkins, Dai, Bueno, et al., 2004). Bei der Entstehung der 

Herzinsuffizienz gibt es Veränderungen in den Kardiomyozyten, wie verminderte 

Invaginationen der Kernhülle und veränderte Expression von Ca2+-Kanälen. Dies führt zu 

einer veränderten nukleoplasmatischen Ca2+-Regulation. Diese Veränderungen treten 

so früh auf, dass sie in der Entstehung und Progression der Herzinsuffizienz beteiligt sein 

können (Ljubojevic, Radulovic, Leitinger, et al., 2014). Nach chronischer Ang II-

Stimulation, wie das in der Herzinsuffizienz der Fall ist, steigt das nukleäre [Ca2+] an. In 

der Folge werden Calcineurin vermittelt vermehrt IP3R2 exprimiert, was zu einer 

Wirkverstärkung von IP3 führt. Dadurch entsteht ein Circulus vitiosus, der eine 

zunehmende Hypertrophie zur Folge hat (Olivares-Florez, Czolbe, Riediger, et al., 2018).  

So ist das nukleäre Ca2+ ein zentraler Faktor in der Entwicklung der Herzinsuffizienz, das 

nicht zuletzt auch über eine gestörte Ca2+-Aufnahme in Mitochondrien, erhöht sein 

kann. 
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6. Zusammenfassung 

In kardiovaskulären Erkrankungen wie der Herzinsuffizienz ist die Konzentration von 

Hormonen wie Angiotensin II und Endothelin-1, die in der Zelle eine IP3 vermittelte 

Freisetzung von Ca2+ aus dem SR induzieren, erhöht (Munger, Gardner & Jarvis, 1990; 

Hürlimann, Enseleit, Noll, et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit konnten wir zeigen, 

dass nach der Stimulierung mit einem IP3-Rezeptor Agonisten, die mitochondriale Ca2+-

Aufnahme stimuliert wird. Wenn diese mitochondriale Ca2+-Aufnahme durch Dantrolen 

oder Ru360 blockiert wird, dann steigt nachfolgend das zytosolische [Ca2+] an. Nach 

Blockierung des mRyR durch Dantrolen steigt zusätzlich durch die Beeinflussung der 

passiven Komponente des nukleären Ca2+-Transienten das nukleäre [Ca2+] an. Dieses 

erhöhte nukleäre [Ca2+] hat letztlich eine Hypertrophie zur Folge. Somit können 

Mitochondrien, die in ihrer Funktion gestört sind, zur Entwicklung der Hypertrophie 

beitragen. 
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8. Abkürzungsverzeichnis 

ADP  Adenosindiphosphat 

Ang II  Angiotensin II  

ATP  Adenosintriphosphat 

BNP  B-type natriuretisches Peptid 

BrdU  Bromdesoxyuridin 

BSA  Rinder Serum Albumin 

Ca2+  Calcium 

[Ca2+]  Calcium-Konzentration 

[Ca2+]mito mitochondriale Calcium-Konzentration 

CaM   Calmodulin 

CaMKII  Ca2+/Calmodulin-abhängige Proteinkinase 

cAMP   zyklisches Adenosinmonophosphat 

CREB  cAMP response element binding protein 

DMSO  Dimethylsulfoxid 

DNA  Desoxyribonukleinsäure 

EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 

ET-1  Endothelin-1 

FADH2  Flavin-Adenin-Dinukleotid 

FCS  fetal calf serum 

HDAC  Histon-Deacetylasen 

IE  internationale Einheiten 

IP3  Inositol 1, 4, 5-triphosphat 

IP3R  Inositol 1, 4, 5-triphosphat-Rezeptoren 

MCU  Mitochondrialer Calcium Uniporter 

MEF-2  myocyte enhancer factor 2 

mRNA  messenger Ribonukleinsäure 

mRyR   mitochondrialer Ryanodinrezeptor  

NADH  Nicotinamidadenindinukleotid 

NCX   Na+/Ca2+-Austauscher  
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NFAT   nuclear factor of activated T-cells 

nm  Nanometer 

nM  Nanomolar 

Pi  anorganisches Phosphat 

PBS  Phosphatgepufferte Salzlösung 

pCaMKII Phosphorylierte Ca2+/Calmodulin-abhängige Proteinkinase 

PIP2  Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphonat  

RyR  Ryanodinrezeptor 

mRyR  mitochondrialer Ryanodinrezeptor 

SDS  Natriumdodecylsulfat 

SR  Sarkoplasmatischen Retikulum  

SERCA  Sarkoplasmatische Ca2+ ATPase  

TEMED  Tetramethylethylendiamin 

VDAC  Voltage dependent anion channel 
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