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1 Einleitung  1 

1 Einleitung 

 

1.1 Corticotropin-Freisetzungsfaktor und Urocortine 

 

1.1.1 

1.1.2 

Wirkungen des Corticotropin-Freisetzungsfaktors  

 
Bereits 1955 kam es zur Entdeckung des hypothalamischen Corticotropin-

Freisetzungsfaktors (corticotropin releasing factor/hormone, CRF/CRH) und dem Nachweis 

der daraus resultierenden Stimulation der Freisetzung des adrenocorticotropen Hormons 

(ACTH) aus dem Hypophysenvorderlappen (Guillemin und Rosenberg 1955; Saffran und 

Schally 1955). Das hypothalamische Peptidhormon CRF, bestehend aus 41 Aminosäuren, 

spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-

Achse und vermittelt endokrine, autonome und Verhaltensantworten auf Stress. Die CRF-

induzierte ACTH-Freisetzung führt zu einer Stimulation der Kortisolsynthese und  

-ausschüttung aus der Nebennierenrinde. Im Rahmen eines negativen Rückkoppelungs-

mechanismus werden die Synthese und Freisetzung des CRF durch Kortisol gehemmt (Vale 

et al. 1981, Koob und Heinrichs 1999, Parkes und May 2000). 

 

 

Corticotropin-Releasing-Faktor-Rezeptoren 

 
Die CRF-Rezeptoren (CRF-R) sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, deren Wirkungen über 

Aktivierung der Adenylatzyklase (AC) vermittelt werden. Zwei Isoformen der CRF-R sind 

bekannt. Der CRF-R Typ 1 (CRF1-R) wird in vielen Bereichen des Gehirns exprimiert, sowie 

in den Gonaden und der Haut. Vom CRF2-R sind zwei Splicevarianten bekannt. Eine 

Splicevariante, CRF2-R alpha (CRF2-Rα), wird in Nagetieren hauptsächlich im Gehirn 

exprimiert, wohingegen die zweite Splicevariante, CRF2-R beta (CRF2-Rß), im ZNS, im 

Skelettmuskel, im Gastrointestinaltrakt (GIT) und im Herzen vorkommt. Im Gegensatz zu 

Nagetieren wird der humane CRF2-Rα dagegen im Gehirn und in der Peripherie (GIT, Herz, 

Skelettmuskel) gefunden, wohingegen der humane CRF2-Rß hauptsächlich im Gehirn 

exprimiert wird. Die relativ niedrige Affinität von CRF für den CRF2-R ist ein Hinweis auf das 

Vorkommen von CRF-ähnlichen Liganden, wie z.B Urocortin (Perrin und Vale 1999, Kimura 

et al. 2002). 
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1.1.3 

1.1.4 

1.1.5 

Expression der Urocortin-Isoformen und der CRF-Rezeptoren 

 
Die CRF-Familie umfasst mindestens 4 verschiedene Peptide. Dazu zählen neben dem CRF 

die Urocortine I, II und III. Die Isoformen des Urocortins unterscheiden sich u.a. in der 

Zusammensetzung und Anzahl der Aminosäuren: Urocortin I (UcnI) besteht aus 40 

Aminosäuren, Urocortin II (UcnII, stresscopin-related peptide) aus 43 Aminosäuren und 

Urocortin III (UcnIII, stresscopin) aus 40 Aminosäuren. UcnI und CRF binden und aktivieren 

den CRF1-R mit ähnlich hoher Affinität. An den CRF2-R bindet UcnI mit höherer Affinität, 

wohingegen CRF mit einer 10-fach geringeren Affinität an diesen Rezeptor bindet. UcnII und 

UcnIII dagegen sind selektive Agonisten des CRF2-R (Lewis et al. 2001; Reyes et al. 2001, 

Wiley and Davenport 2004). 

Im Herzen wird nahezu ausschließlich der CRF2-R exprimiert. Sowohl UcnI als auch UcnII  

und der CRF2-R werden in allen vier Kammern des Herzens exprimiert (Hsu und Hsueh 

2001, Kimura et al. 2002, Wiley and Davenport 2004).  

 

 

Allgemeine Wirkungen der Urocortine 

 
Die Wirkungen des CRF und der Urocortine sind vielfältig. Wirkungen auf das hormonelle 

System, auf die Modulation von Verhaltensweisen bei Angst und Stressreaktionen, auf die 

Nahrungsaufnahme, auf den Gastrointestinaltrakt und das kardiovaskuläre System sind 

beschrieben worden (Parkes und May 2000). 

 

 

Wirkungen der Urocortine auf das Herz-Kreislauf-System 

 
Urocortin bewirkt eine Vasodilatation, die zu einer Senkung des systemischen peripheren 

Widerstandes führt. Außerdem verbessert Urocortin den koronaren Blutfluss, und es erhöht 

die Herzfrequenz (positiv-chronotroper Effekt), die kardiale Kontraktilität (positiv-inotroper 

Effekt) und die Relaxation (positiv-lusitroper Effekt). Dies mündet in einer Zunahme des 

Herzzeitvolumens (HZV) (Ikeda et al. 2003, Charles et al. 2004, Ng et al. 2004, Wiley und 

Davenport 2004, Davis et al. 2007a). Neben dem HZV kann UcnII auch die linksventrikuläre 

Ejektionsfraktion am gesunden Menschen steigern, sowie hormonale und renale Effekte 

hervorrufen. Es kann bei einer hohen Konzentration von UcnII (100 µg) zu einer Steigerung 

von Angiotensin II, Noradrenalin, Plasma-Renin-Aktivität sowie des zyklischen 

Guanosinmonophosphat-Spiegels (cGMP) in den ersten 2 Stunden nach Ucn-II-Infusion 

kommen. Renal kommt es zu einer Abnahme des Urinvolumens, der Natrium- und 

Kaliumausscheidung sowie der Kreatinin-Clearance (Davis et al. 2007a). Diese Wirkungen 
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des Urocortins auf die Herzfunktion werden weder über das autonome Nervensystem 

(Parkes and May 2000) noch über β-adrenerge Rezeptoren vermittelt (Bale et al. 2004). 

Der Nachweis, dass im Herzen fast ausschließlich der CRF2-R exprimiert wird (Hsu und 

Hsueh 2001, Kimura et al. 2002, Wiley and Davenport 2004), führte zu der Hypothese, dass 

die kardialen Wirkungen der Urocortine über den CRF2-R vermittelt werden. CRF2-R-

Knockout-Mäuse zeigten keine Änderungen der kardialen Kontraktilität oder des Blutdruckes 

nach Gabe von Urocortin (Bale et al. 2004). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die 

kardialen Wirkungen von Urocortin eine spezifische Funktion des CRF2-R sind. 

Es gibt Hinweise darauf, dass die Urocortine über unterschiedliche Signalwege 

kardioprotektive Wirkungen auf das Myokard ausüben können (Brar et al. 2000, Parkes und 

May 2000, Ng et al. 2004, Liu et al. 2005). 

UcnI erhöht die Ausschüttung der natriuretischen Peptide (atriales natriuretisches Peptid, 

ANP, und B-Typ natriuretisches Peptid, BNP) während Hypoxie und Ischämie und reduziert 

dadurch den Zelltod der Herzmuskelzellen (Ikeda et al. 1998, Parkes und May 2000, Ng et 

al. 2004). Neben der gesteigerten ANP- und BNP-Freisetzung scheinen noch weitere 

Einflüsse an der schützenden Wirkung der Urocortine am Herzen beteiligt zu sein. So konnte 

gezeigt werden, dass die kardioprotektiven Wirkungen der Urocortine ebenfalls über 

Aktivierung von Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) vermittelt werden können. 

Urocortin induziert möglicherweise über den PI-3-Kinase/Akt-Signalweg die ERK1/2-p44/42-

Phosphorylierung, die die Herzmuskelzellen vor dem Zelltod schützt (Brar et al. 2000, Brar et 

al. 2002). Liu et al. (2005) untersuchten die Bedeutung freier Radikale für die protektiven 

Effekte der Urocortine unter Ischämie-Reperfusions-Bedingungen. Sie konnten nachweisen, 

dass die Infarktzone unter Urocortin signifikant verkleinert war (Liu et al. 2005).  

 

 

1.1.6 Wirkungen der Urocortine in der Herzinsuffizienz 

 
Aufgrund der günstigen hämodynamischen Wirkungen der Urocortine wurden im Rahmen 

mehrerer Studien die Expression und die Wirkung der Urocortine in der Herzinsuffizienz 

untersucht. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten nachweisen, dass Urocortin und der 

CRF2-R, sowie die Plasmakonzentration von Urocortin bei Patienten mit kardiovaskulären 

Erkrankungen (Dilatative Kardiomyopathie (DCM), Hypertrophe Kardiomyopathie (HCM)), 

insbesondere in der frühen Phase, erhöht sind (Nishikimi et al. 2000, Ikeda et al. 2003, 

Charles et al. 2004, Ng et al. 2004). Ng et al. zeigten ebenfalls, dass die Urocortin-

Plasmakonzentration mit zunehmendem Alter und mit steigender NYHA-Klasse wieder 

abnimmt (Ng et al. 2004).  

Es wurden verschiedene kardiovaskuläre Wirkungen von Ucn in der Herzinsuffizienz 

nachgewiesen. In einem Mausmodell mit DCM konnten Bale et al. zeigen, dass die 
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intravenöse Bolus-Gabe von Urocortin II den peripheren Widerstand und damit die Nachlast 

senkte, die linksventrikuläre Funktion verbesserte und so das Herzzeitvolumen steigerte 

(Bale et al. 2004). In einem Schafmodell, in dem Herzinsuffizienz durch Schrittmacher-

induzierte Tachykardie ausgelöst wurde, bewirkten die Urocortine (UcnI, II & III) eine 

Reduktion des totalen peripheren Widerstandes und des linksventrikulären Füllungsdruckes 

mit folgender Abnahme der kardialen Nachlast und Erhöhung des Herzzeitvolumens. In 

gesunden Schafen dagegen erhöhten die Urocortine zwar das Herzzeitvolumen, führten 

jedoch zu keinen Veränderungen des peripheren Widerstandes und des Vorhofdruckes 

(Rademaker et al. 2002, Rademaker et al. 2005, Rademaker et al. 2006).  

Neben den zahlreichen direkten kardialen Wirkungen konnten ebenfalls hormonale und 

renale Effekte von Urocortin in der Herzinsuffizienz nachgewiesen werden. Urocortine 

reduzierten dosisabhängig den Plasmaspiegel verschiedener Hormone wie Vasopressin, 

Endothelin 1 (ET-1), Aldosteron, ANP und BNP und Adrenalin und hemmten die Renin-

Angiotensin-Aldosteron-Achse. Renal wurde eine Erhöhung des Urinvolumens, der Natrium- 

und Kaliumausscheidung und der Kreatinin-Clearance beobachtet (Rademaker et al. 2002, 

Charles et al. 2004, Rademaker et al. 2005, Rademaker et al. 2006). 

Es gibt auch erste Studien zur Wirkung von Urocortin bei der menschlichen Herzinsuffizienz. 

Davis et al. (2007b) untersuchten die Ucn-II-Wirkungen an 8 männlichen Patienten mit 

Herzinsuffizienz (ischämische Kardiomyopathie (ICM) und idiopathische dilatative 

Kardiomyopathie (IDCM)). Nach erfolgter Infusion entweder eines Placebo oder von UcnII 

(25µg und 100µg) wurden verschiedene hämodynamische Parameter untersucht. UcnII 

bewirkte einen Anstieg der Herzfrequenz sowie der Ejektionsfraktion mit folgender 

Steigerung des Herzzeitvolumens. Ebenso wie im Schaf-Herzinsuffizienz-Modell wurde der 

systemische vaskuläre Widerstand gesenkt. Im Gegensatz dazu jedoch wurden das Urin-

Volumen und die Natrium-Ausscheidung gesenkt und der Hormonspiegel blieb, bis auf einen 

Anstieg des NTproBNP und ACTH, unverändert (Davis et al. 2007b).  

 

 

1.1.7 Zelluläre Mechanismen, die der Ucn-II-Wirkung am Herzen zugrunde liegen 

 
Die zellulären Mechanismen, die den hämodynamischen Wirkungen von Ucn im Herzen 

zugrunde liegen, wurden bisher kaum charakterisiert. Die CRF2-R sind Gs-Protein-

gekoppelte Rezeptoren (Perrin und Vale 1999), deren Wirkungen vermutlich über eine 

Signalkaskade vermittelt werden, die die Aktivierung des Gs-Proteins (Gs) und der 

Adenylatzyklase (AC) umfasst mit nachfolgend gesteigerter Bildung von cAMP und erhöhter 

Aktivität der Proteinkinase A (PKA) (Nishikimi et al. 2000). Unsere Arbeitsgruppe 

charakterisierte erstmals die zellulären Mechanismen, die den Wirkungen von UcnII auf 

adulte, isolierte Herzmuskelzellen zugrunde liegen (Yang et al. 2006). Wir fanden direkte 
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Hinweise für einen positiv-inotropen und positiv-lusitropen Effekt von UcnII. UcnII erhöhte die 

fraktionelle Verkürzung und beschleunigte die Kontraktion und die Relaxation. In Gegenwart 

von Antisauvagine-30, einem selektiven CRF2-R-Antagonisten, oder von H89, einem Blocker 

der PKA, waren diese Wirkungen von UcnII größtenteils aufgehoben. Ebenfalls konnte eine 

Zunahme der Amplitude des [Ca2+]i-Transienten, ein beschleunigter Abfall des [Ca2+]i-

Transienten, eine Vergrößerung des L-Typ-Ca2+-Einstromes (ICa,L), sowie eine Erhöhung des 

SR-Ca2+-Gehaltes und der fraktionellen SR-Ca2+-Freisetzung nach Gabe von UcnII 

nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass UcnII in Ventrikelmyozyten über 

CRF2-R-vermittelte Stimulation der PKA Ca2+-abhängig positiv-inotrop und positiv-lusitrop 

wirkt. 

 

 

1.2 Stickstoffmonoxid 

 

1.2.1 

1.2.2 

Stickstoffmonoxid (NO) - ein Botenstoff mit vielen Funktionen 

 
Seit der Entdeckung des „endothelium-derived relaxing factor“ (EDRF) als vasoaktive 

Substanz im menschlichen Organismus und der Aufklärung, dass die beobachtete 

Vasodilatation durch endogene Bildung von Stickstoffmonoxid (NO) ausgelöst wird 

(Furchgott und Zawazki 1980), ist die Erforschung der Wirkungen von NO in Hinsicht auf die 

physiologische Regulation des Herzkreislaufsystems Gegenstand zahlreicher Studien. 

Das kurzlebige Radikal NO ist ein wichtiger physiologischer Mediator mit vielfältigen 

biologischen Funktionen, wie z.B. der Vasodilatation, der Hemmung der Plättchenadhäsion 

und -aggregation (Pinsky et al. 1997, Maisson et al. 2003) sowie der Hemmung der 

Leukozytenadhäsion (Moncada und Higgs 1993). Die Produktion großer NO-Mengen durch 

die induzierbare NO-Synthase (iNOS) dagegen hat zytotoxische Wirkung und spielt eine 

wichtige Rolle in der unspezifischen Immunabwehr gegen Bakterien (Granger und Hibbs 

1996).  

 

 

Die Familie der NO-Synthasen (NOS) 

 
In Säugetieren wurden drei verschiedene Isoformen der NO-Synthase beschrieben: die 

neuronale NO-Synthase (nNOS, NOS1), die induzierbare NO-Synthase (iNOS, NOS2) und 

die endotheliale NO-Synthase (eNOS, NOS3). Die NO-Synthasen oxidieren L-Arginin zu L-

Citrullin und NO. Die Oxidation erfolgt am terminalen Guanidin-Stickstoff von L-Arginin mit 

Hilfe der Ko-Substrate Sauerstoff und NADPH (Michel unf Feron 1997). 
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Die Familie der NO-Synthasen wird in die Subfamilie der konstitutiven NO-Synthasen (nNOS 

und eNOS) und der induzierbaren NO-Synthasen (iNOS) unterteilt (Hare 2003). Die 

Ca2+/Calmodulin- und phosphorylierungsabhängige Aktivierung der konstitutiven NO-

Synthasen resultiert in der Produktion kleiner NO-Mengen, die z.B. die Gefäßweite und die 

Plättchenaggregation modulieren. Dagegen ist für die durch Zytokine induzierte Aktivierung 

der iNOS die mehrere Stunden benötigende Proteinneusynthese notwendig, woraus aber die 

Produktion großer Mengen NO zur Immunabwehr resultiert (Bredt und Snyder 1990, Pollock 

et al. 1991, Kleinert et al. 2003). Indem es mit Superoxidanionen zu dem stark toxischen 

Peroxynitrit reagiert, kann NO einen unspezifischen toxischen Effekt ausüben (Beckmann 

und Koppenol 1996). 

 

 

1.2.2.1 Die kardiale nNOS 

 
Die nNOS ist in Kardiomyozyten lokalisiert in Vesikeln des sarkoplasmatischen Retikulums 

(SR) (Xu KY et al. 1999). Sie kolokalisiert dort mit dem Ryanodin-Rezeptor. Ebenso wie die 

eNOS kann die nNOS mit Caveolin interagieren und in ihrer Funktion gehemmt werden. Die 

nNOS kann sowohl über Ca2+/Calmodulin (Hare 2003) als auch durch Phosphorylierung an 

Ser1412 (Gingerich und Krukoff 2008) aktiviert werden und so den SR-Ca2+-Zyklus 

beeinflussen (Hare 2003). 

 

 

1.2.2.2 Die kardiale eNOS 

 
In Herzmuskelzellen ist die eNOS in den Caveolae des Sarkolemms und der transversalen 

Tubuli (T-Tubuli) lokalisiert. Dort ist die eNOS an Caveolin-3 gebunden (Feron et al. 1998a, 

Feron et al. 1998b, Hare 2003). Caveolin-3 ist ein Gerüstprotein und ein negativer Regulator 

der eNOS-Funktion, der die basale Aktivität der eNOS unterdrückt (Feron et al. 1998b, 

Maisson et al. 2003). Die eNOS ist gekoppelt an verschiedene Rezeptoren, einschließlich 

muskarinerger, ß-adrenerger und Bradykinin-Rezeptoren (Hare 2003). Die Aktivierung der 

eNOS erfolgt zum einen über Ca2+/Calmodulin durch Erhöhung der intrazellulären [Ca2+]i 

(Zhang XP und Hintze 2006) und zum anderen direkt über die Phosphorylierung des Serin-

Restes 1177 durch Akt (Proteinkinase B, PKB) (Dimmeler et al. 1999). 
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1.2.3 Regulierung und Aktivierung der eNOS und der Akt 

 

1.2.3.1 Regulation der Phosphorylierung der eNOS 

 
Die eNOS, bestehend aus einer amino-terminalen Oxygenase-Domäne, einer carboxyl-

terminalen Reduktase-Domäne und einer Ca2+/Calmodulin-Bindungsdomäne, wird über 

vielfache Mechanismen reguliert (McCabe et al. 2000). Zwei Phosphorylierungstellen der 

eNOS, Ser1177 in der Carboxyl-Domäne und Thr495 in der Ca2+/Calmodulin-

Bindungsdomäne, wurden bisher eingehend studiert (Zhang XP und Hintze 2006). Die 

Phosphorylierung der eNOS an Ser1177 reduziert die Ca2+-Abhängigkeit des Enzyms (Chen 

et al. 1999), führt zu einer Steigerung des Elektronen-Flusses aus der Reduktase-Domäne 

(McCabe et al. 2000) und erhöht die Enzymaktivität (Dimmeler et al. 1999, Fulton et al. 1999, 

Gallis et al. 1999). Im Gegensatz dazu führt die Phosphorylierung an Thr495 zu einer 

Steigerung der Ca2+/Calmodulin-Abhängigkeit des Enzyms und verringert so die eNOS-

Aktivität (Fleming et al. 2001, Michell et al. 2001). Verschiedene Proteinkinasen (PKA, Akt, 

PKC und CaMKII) können die eNOS an Ser1177 phosphorylieren und/oder die 

Dephosphorylierung der eNOS an Thr495 koordinieren und führen so zu einer Steigerung 

der eNOS-Aktivität (Zhang XP und Hintze 2006).  

Die eNOS-Aktivität kann außerdem gesteigert werden durch rezeptorabhängige und  

–unabhängige Agonisten, die die intrazelluläre Konzentration an freiem Ca2+ ([Ca2+]i) und die 

Verbindung des Ca2+/Calmodulin-Komplexes mit der eNOS erhöhen (Zhang XP und Hintze 

2006).  

 

 

1.2.3.2 Regulierung der Akt-Phosphorylierung 

 
Akt ist eine Ser/Thr Kinase mit einer N-terminalen PH-Domäne, einer Kinase-Domäne und 

einer C-terminalen regulatorischen Domäne (Vanhaesebroeck und Alessi 2000). Akt kann an 

zwei Aminosäure-Resten, Threonin-308 (in der Kinase-Domäne) und Serin-473 (in der 

regulatorischen Domäne), phosphoryliert und dadurch aktiviert werden (Coffer et al. 1998). 

Alessi et al. hatten bereits Mitte der 1990er Jahre Hinweise darauf, dass diese zwei Reste 

unabhängig voneinander reguliert werden (Alessi et al. 1996). 

Die Phosphorylierung am Thr308 erfolgt über den PI3K/PIP3/PDK1-Signalweg und ist 

wesentlich für die Akt-Aktivität (Coffer et al. 1998, Williams et al. 2000). Feng und Mitarbeiter 

demonstrierten in HEK293-Zellen, dass die Phosphorylierung der Akt am Ser473 die Akt-

Aktivität zusätzlich um ca. das 10-Fache erhöht. Die Akt-Ser473-Phosphorylierung verläuft 

unabhängig von PIP3 und PDK-1 (Feng et al. 2004). 
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Die PI3K stimuliert die Akt entweder über eine direkte Bindung von 3D-phosphorylierten 

Phosphoinositiden an die PH-Domäne der Akt selbst oder über die zwischengeschalteten 

Akt-Kinasen PDK-1 und PDK-2 (Coffer et al. 1998, Murga et al. 1998). Eine 

Phosphorylierung dieser spezifischen Aminosäure-Reste führt zu einer Aufhebung der 

intermolekularen Hemmung und zur Aktivierung der Kinase (Coffer et al. 1998). Aktivierte Akt 

löst sich von der Plasmamembran und diffundiert durch das Zytosol zu den verschiedenen 

Zielproteinen (z.B. der eNOS) (Vanhaesebroeck und Alessi 2000). Dimmeler et al. (1999) 

zeigten, dass Akt die eNOS am Serin-1177 phosphorylieren kann. Diese Phosphorylierung 

der eNOS durch die Akt stellt einen Hauptmechanismus für die Ca2+-unabhängige 

Aktivierung der eNOS dar (Dimmeler et al. 1999). 

 

 

1.2.3.3 Verschiedene Aktivierungswege der eNOS 

 
Der Nachweis, dass die eNOS an verschiedene Rezeptoren gekoppelt ist, deutet auf eine 

komplexe Regulation der eNOS-Aktivität hin. Die Beobachtung, dass NO die ß-adrenerge 

Erhöhung der Kontraktilität hemmt, ist ein Hinweis darauf, dass NO an einem endogenen 

negativen Feedback-Mechanismus der kontraktilen Reserve teilnimmt (Hare 2003). Diese 

Hypothese wird durch die Befunde unterstützt, dass ß-adrenerge Agonisten die Ca2+-

sensitive eNOS aktivieren und die NO-Produktion direkt stimulieren können (Hare 2003, 

Maisson et al. 2003). Der negative Feedback-Mechanismus wird vermutlich über ß3-

adrenerge Rezeptoren (ß3-AR) reguliert. ß3-AR sind kolokalisiert mit der eNOS, und durch 

ß3-AR-selektive Agonisten wird ein NO-gekoppelter, negativ-inotroper Effekt im humanen 

Myokard hervorgerufen. ß3-AR-Knockout-Mäuse dagegen weisen keine NO-abhängige 

Hemmung der ß-AR-stimulierten, myokardialen Kontraktilität auf (Hare 2003). 

ß2-adrenerge Rezeptoren (ß2-AR) sind ebenfalls in den Caveolae lokalisiert (Steinberg und 

Brunton 2001). Dies könnte darauf hin deuten, dass die ß2-AR-Funktionen ebenfalls durch 

lokale NO-Signale reguliert werden können. ß2-AR sind sowohl gekoppelt über Gs-Protein an 

die AC, als auch über Gi-Protein an die PI3K. Dedkova et al. (2002) und Wang YG et al. 

(2002) demonstrierten, dass ß2-AR-Agonisten sowohl über die AC, als auch über den 

PI3K/Akt/eNOS-Signalweg mit folgendem NO-Anstieg den cAMP-Spiegel stimulieren können 

und so könnte der NO-Spiegel an der ß2-AR-vermittelten Regulation des ICa,L beteiligt sein 

(Dedkova et al. 2002, Wang YG et al. 2002). 

Dedkova et al. (2003) konnten eine Acetylcholin (ACh)-induzierte Zunahme der NO-

Produktion in Vorhofmyozyten nachweisen. Die ACh-induzierte NO-Produktion wird über 

einen muskarinergen Rezeptor vermittelt, der eine Gi-Protein/PI3K/Akt-Signalkaskade 

aktiviert und den spannungsaktivierten Ca2+-Einstrom stimuliert. Dies stimuliert die eNOS-

Aktivität (Dedkova et al. 2003). 
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1.2.4 Die Wirkungen von NO in Herzmuskelzellen 

 
Die Wirkungen von NO in Herzmuskelzellen sind vielfältig und werden über eine Reihe 

verschiedener Mechanismen hervorgerufen. Einer der wichtigsten Signalwege von NO ist die 

Aktivierung der löslichen Guanylatzyklase (sGC). Die vorwiegend durch die eNOS induzierte 

Aktivierung der sGC erfolgt bei einer niedrigen NO-Konzentration mit einem EC50 von 100 

nM (Hare 2003). Die daraus resultierende Produktion von zyklischem 

Guanosinmonophosphat (cGMP) wiederum aktiviert die Proteinkinase G (PKG), die eine 

Vielzahl von Proteinen phosphorylieren und deren Funktion dadurch modulieren kann 

(Maisson et al. 2003).  

Die PKG-induzierte Phosphorylierung von Troponin I (TnI) führt zu einer Abnahme der Ca2+-

Sensitivität der Myofilamente, welches zu einer Dissoziation des Ca2+ von Troponin C (TnC) 

führt. Dies führt zu einer Verbesserung der Relaxation (Layland et al. 2002, Layland et al. 

2005, Hare 2003). Zum anderen kann die cGMP-abhängige Aktivierung der PKG zu einer 

Hemmung des L-Typ Ca2+-Einstroms führen und so die ß-adrenerge Stimulation 

abschwächen (Han et al. 1995, Maisson et al. 2003).  

Der cGMP-abhängige Mechanismus führt auch zur Regulierung des zyklischen 

Adenosinmonophosphat (cAMP)-Spiegels über Aktivierung oder Hemmung der 

Phosphodiesterasen. Phosphodiesterase II (PDE II) wird durch cGMP stimuliert, bewirkt eine 

Hydrolyse des cAMP und kann so zu einer Senkung des cAMP-Spiegels führen. 

Phosphodiesterase III (PDE III) dagegen wird durch cGMP gehemmt, indem cGMP das 

cAMP aus der PDE-III-Bindung verdrängt und so die cAMP-Hydrolyse vermindert. Dies führt 

zu einer Erhöhung des cAMP-Spiegels (Han et al. 1995, Fischmeister und Méry 1996). Hohe 

NO-Konzentrationen mit folgendem hohen Anstieg des cGMP-Spiegels führen zu einer 

Stimulation der PDE-II-Aktivität und so zu einer Abschwächung der ß-adrenergen Wirkung, 

wohingegen niedrige NO-Konzentrationen mit folgendem niedrigen cGMP-Spiegel zu einer 

Hemmung der PDE-III-Aktivität mit anschließender Verstärkung der ß-adrenergen Wirkung 

führen (Méry et al. 1993, Layland et al. 2002, Maisson et al. 2003). 

Ein zweiter wichtiger biologischer Signalmechanismus für NO ist die Transnitrosylierung von 

Proteinen, die unabhängig vom sGC/cGMP/PKG-Signalweg direkt Zellfunktionen 

beeinflussen kann (Stoyanovsky et al. 1996, Hare 2003). Bei der Transnitrosylierung reagiert 

NO mit den Schwefelresten funktioneller Gruppen von Proteinen (Hare 2003). Verschiedene 

funktionelle Gruppen von Proteinen stehen für nitrosative Reaktionen von NO zur Verfügung. 

Das bevorzugte Ziel sind jedoch regulatorische Thiole (SH-Gruppen) von Proteinen (Simon 

et al. 1996). Durch die Transnitrosylierung werden verschiedene Proteine aktiviert, die an der 

elektromechanischen Kopplung beteiligt sind, einschließlich der L-Typ-Ca2+-Kanäle und der 

Ryanodin-Rezeptoren (RyR) (Hare 2003).  
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1.2.5 

1.2.6 

Wirkungen von NO auf die Kontraktilität 

 
Die Wirkungen von NO auf die basale kardiale Kontraktilität werden in der Literatur 

kontrovers diskutiert. Es wurden sowohl positive, negative als auch keine Änderungen der 

basalen Kontraktilität nach Erhöhung von NO beobachtet. Diese Ergebnisse weisen darauf 

hin, dass NO sowohl positive als auch negative Einflüsse auf die Kontraktilität ausüben kann 

und dass beide Effekte physiologisch relevant sind für die elektromechanische Kopplung 

(Hare 2003). 

Die Wirkungen von NO sind in einer konzentrationsabhängigen Weise bimodal (Kodja et al. 

1996, Maisson et al. 2003). Niedrige Konzentrationen von NO bewirken eine Zunahme der 

Zellverkürzung, wohingegen hohe Konzentrationen (hervorgerufen durch hohe Dosen von 

NO-Donoren oder durch Aktivierung der iNOS) eine Abnahme der Zellverkürzung bewirken 

(Kodja et al. 1996).  

Pinsky et al. (1997) zeigten, dass die NO-Produktion im Herzen mit dem Ca2+-Zyklus 

schwankt. Die Schwankungen liegen im submikromolaren Bereich. Ein NO-Maximum wird in 

der späten Diastole erreicht. Andere Studien (Wollenberger et al. 1973) zeigten, dass die 

cGMP-Konzentration in Kardiomyozyten ebenfalls während des Ca2+-Zyklus schwankt und 

dass ein cGMP-Maximum in der späten Diastole erreicht wird. Diese Studien deuten darauf 

hin, dass die NO-Synthese einen wichtigen autoregulatorischen Mechanismus gewährleistet 

für die Modulation der myokardialen Kontraktilität und Relaxation (Wollenberger et al. 1973, 

Pinsky et al. 1997). Die Tatsache, dass der NO-Zyklus sich entgegengesetzt zum Ca2+-

Zyklus verhält, unterstützt die physiologische Rolle von NO für die Modulation der 

elektromechanischen Kopplung (Hare 2003). 

 

 

NO und die elektromechanische Kopplung 

 

1.2.6.1 NO reguliert den Ca2+-Haushalt des SR 

 
In Vesikeln des kardialen SR ist die nNOS lokalisiert und kann dort die intrazelluläre Ca2+-

Konzentration und die SERCA-Aktivität regulieren. Die SERCA ist verantwortlich für den 

aktiven Ca2+-Transport zurück in das SR. 

Xu KY et al. (1999) zeigten, dass NO direkt die SERCA-Aktivität vermindern kann und 

dadurch die Ca2+-Aufnahme ins SR reduziert. Für diesen Nachweis wurden SR-Vesikel mit 

NOS-Substraten und -Kofaktoren inkubiert. Diese Behandlung führte zu einer Hemmung der 

SR-Ca2+-Aufnahme. In Gegenwart von NOS-Inhibitoren dagegen konnte die Hemmung der 

SR-Ca2+-Aufnahme verhindert werden (Xu KY et al. 1999).  
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Die Phosphorylierung von Phospholamban (PLB) kann ebenfalls durch NO reguliert werden. 

Diese Daten werden allerdings kontrovers diskutiert. Stojanovic et al. zeigten in 

Kardiomyozyten eine NO-abhängige Zunahme des cGMP-Spiegels mit verminderter 

Phosphorylierung von PLB und daraus resultierender verminderter SERCA-Aktivität 

(Stojanovic et al. 2001). Dagegen zeigten Zhang YH et al. (2008) eine nNOS/NO-abhängige 

Steigerung der Phospholamban-Phosphorylierung mit zunehmender SERCA Aktivität und 

daraus resultierender beschleunigter Relaxation (positiv-lusitroper Effekt). Diese NO-Wirkung 

war in nNOS-Knockout-Mäusen aufgehoben (Zhang YH et al. 2008).  

Neben der SERCA kann NO auch den RyR regulieren (Stoyanovsky et al. 1996, Xu L et al. 

1998, Hare 2003). NO erhöht die Offenwahrscheinlichkeit des kardialen RyR und reguliert 

dadurch die [Ca2+]i-Transienten und die Ca2+-Beladung des SR. Diese Wirkung wird 

vermutlich ebenfalls über die nNOS vermittelt (Hare 2003, Khan et al. 2003). 

Über Transnitrosylierung von Thiolgruppen reguliert NO die Aktivität der SERCA 

(Wawrzynów und Collins 1993, Hare 2003) und des RyR (Stoyanovsky et al. 1996, Maisson 

et al. 2003). Die Regulierung beider Proteine führt zu einer Änderung der SR-Ca2+-

Freisetzung und der zytosolischen Ca2+-Konzentration (Xu KY et al. 1999). 

 

 

1.2.6.2 NO moduliert die Funktion der L-Typ-Ca2+-Kanäle 

 
Der Ca2+-Einstrom über den L-Typ-Ca2+-Kanal triggert die Kontraktion durch Ca2+-induzierte 

Ca2+-Freisetzung aus dem SR (Bers 2002). 

Die Modulation des sarkolemmalen L-Typ-Ca2+-Kanals durch NO kann sowohl direkt als 

auch indirekt erfolgen. Die indirekte Modulation erfolgt über eine Steigerung des cGMP-

Spiegels. Ji et al. zeigten eine hemmende Wirkung auf den ICa,L nach cholinerger Aktivierung 

(muskarinerger Rezeptor, M2-R) in Gegenwart ß-AR-Stimulation (Ji et al. 1999). Diese anti-

adrenerge Hemmung der Kanalaktivität scheint NO-vermittelt zu sein. NO aktiviert die sGC, 

erhöht den cGMP-Spiegel und führt zu einer PDE-II-induzierten Abnahme des cAMP-

Spiegels mit nachfolgender Hemmung des L-Typ-Ca2+-Kanals (Ji et al. 1999, Abi-Gerges et 

al. 2001).  

Die direkte Modulation des L-Typ-Ca2+-Kanals dagegen erfolgt über Transnitrosylierung 

(Campbell et al. 1996) der α1-Kanaluntereinheit (Sun et al. 2006). Die Transnitrosylierung 

erfolgt durch Bindung von NO an Schwefelresten extrazellulärer Thiolgruppen (SH-Gruppen) 

und/oder nach NO-Bindung an Disulfidbrücken zwischen benachbarten Thiolgruppen der α1-

Kanaluntereinheit. Diese Transnitrosylierung der α1-Kanaluntereinheit führt zu einer direkten 

Stimulation des ICa,L (Campbell et al. 1996). 
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1.2.7 Die Rolle von NO in der Herzinsuffizienz 

 
Im Rahmen der Herzinsuffizienz kommt es u.a. durch Zytokine zu einer Expression der 

iNOS, die im gesunden Herzen nicht konstitutiv exprimiert wird (Hare 2003). de Belder et al. 

konnten einen erheblichen Anstieg der iNOS-Expression und eine verminderte Expression 

der konstitutiven NO-Synthasen bei der DCM, der Myokarditis und der Postpartum-

Kardiomyopathie nachweisen, nicht jedoch bei der ICM und bei Klappenerkrankungen (de 

Belder et al. 1995). 

Die Aktivität der iNOS wird kaum durch zelluläre Faktoren reguliert (mit Ausnahme ihrer 

Expression selbst). Aus diesem Grunde werden durch die iNOS sehr viel größere NO-

Mengen gebildet als durch die konstitutiven NO-Synthasen (de Belder et al. 1995, Kodja et 

al. 1996). Die hohe NO-Produktion durch die iNOS kann daher zu anderen Wirkungen führen 

als die niedrige NO-Produktion durch die konstitutiven NO-Synthasen (Hare 2003). Die 

iNOS-induzierte NO-Produktion kann die kontraktile Aktivität über zwei Mechanismen 

unterdrücken: zum einen über die Stimulation der sGC mit nachfolgender Zunahme des 

cGMP (de Belder et al. 1995, Kodja et al. 1996), zum anderen durch eine direkte 

Transnitrosylierung der Enzyme der mitochondrialen Atmungskette, was zu einer 

verminderten ATP-Produktion führt (de Belder et al. 1995).  

Andere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass die Expression der eNOS bei Herzinsuffizienz 

unverändert ist und dass die eNOS-Aktivität sogar gesteigert sein kann. Diese Änderungen 

der eNOS-Aktivität werden wahrscheinlich hervorgerufen durch eine vermehrte Expression 

von Caveolin 3 und ß3-AR (Hare et al. 2000, Moniotte et al. 2001). Vermutlich kann die ß3-

AR-vermittelte Abschwächung der Inotropie als ein Schutzmechanismus vor toxischen 

Katecholaminwirkungen in der Herzinsuffizienz angesehen werden (Maisson et al. 2003). 
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1.3 Ziele der Arbeit 

 

 

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Wirkungen von Urocortin II und NO in einem Kardiomyozyten. 

Abkürzungen: AC: Adenylatzyklase, cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat, cGMP: zyklisches 

Guanosinmonophosphat, CRF2-R: Corticotropin-Releasing-Faktor-Rezeptor 2, eNOS: endotheliale NO-Synthase, 

Gsα,γ,ß: G-Protein, ICa,L: L-Typ-Ca2+-Kanal, NO: Stickstoffmonoxid, PDE II/III: Phosphodiesterase II/III, PKA: 

Proteinkinase A, PKG: Proteinkinase G, PLB: Phospholamban, SERCA: Ca2+-ATPase des SR, TnI: Troponin I, 

UcnII: Urocortin II 

In Abb. 1.1 sind noch einmal bekannte zelluläre Mechanismen von UcnII und NO in einer 

Grafik zusammengefasst. UcnII bewirkt über einen G-Protein-gekoppelten CRF2-R eine 

Aktivierung der AC. Über den cAMP/PKA-Signalweg werden verschiedene Proteine der 

elektromechanischen Kopplung moduliert und so kann die Kontraktilität gesteigert werden 

(näher beschrieben unter 1.1.7, S. 4).  

Die eNOS-abhängige Steigerung der NO-Produktion kann über die Aktivierung des 

cGMP/PKG-Signalweg ebenfalls verschiedene Proteine regulieren und so die 

elektromechanische Kopplung beeinflussen. Neben dem cGMP/PKG-Signalweg kann NO 

aber auch direkt über Transnitrosylierung Proteine der elektromechanischen Kopplung 
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aktivieren. Über diese beiden Mechanismen übt NO sowohl positive als auch negative 

Effekte aus und ist so entscheidend an der Regulierung der Kontraktilität beteiligt (näher 

beschrieben ab 1.2.4, S. 8). 

 

Die Arbeitsgruppe von Latchman konnte nachweisen, dass die Urocortine in neonatalen 

Herzmuskelzellen den PI3K/Akt-Signalweg aktivieren (Brar et al. 2002, Chanalaris et al. 

2005). Dies lässt vermuten, dass die Urocortine zu einer Akt-abhängigen Phosphorylierung 

der eNOS am Serin-1177 führen und dadurch die kardiale NO-Produktion steigern können. 

Unsere Arbeitsgruppe charakterisierte erstmals die funktionellen Effekte von UcnII in adulten 

Ventrikelmyozyten. UcnII führte über eine Aktivierung der PKA zu einer Erhöhung und 

Beschleunigung der [Ca2+]i-Transienten und damit zu einem positiv-inotropen und positiv-

lusitropen Effekt (Yang et al. 2006). Es könnte also möglicherweise ebenfalls über einen 

PKA-abhängigen Signalweg zur Phosphorylierung der eNOS und damit zu einer Steigerung 

der NO-Produktion kommen.  

 

Herauszufinden, ob und, wenn ja, über welche zellulären Mechanismen UcnII die NO-

Produktion in adulten Kardiomyoyzten steigert, war Ziel dieser Arbeit. 

 

 

Die zu untersuchenden Fragen waren daher: 

 

1. Führt UcnII zu einer Steigerung der zellulären NO-Produktion in adulten Kaninchen-

Ventrikelmyozyten? 

2. Aktiviert UcnII in Kaninchen-Ventrikelmyozyten den PI3K/Akt-Signalweg und 

steigert die NO-Produktion über eine Akt-abhängige Phosphorylierung der eNOS 

am Serin-1177? 

3. Welche Rolle spielt die Aktivierung des cAMP/PKA-Signalweges für die Ucn-II-

induzierte Steigerung der NO-Produktion in Kaninchen-Ventrikelmyozyten? 
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2 Material und Methoden 

 

2.1 Isolierung von Ventrikel- und Vorhofmyozyten aus Kaninchenherzen 

 

Die Messungen wurden an enzymatisch-isolierten Ventrikel- und Vorhofmyozyten aus 

adulten Kaninchenherzen durchgeführt. 

 

 

2.1.1 Lösungen für die Zellisolierung  

 

2.1.1.1 Ca2+-freie Tyrodelösung 

 

Zunächst wurde eine nominell Ca2+-freie Tyrodelösung angesetzt, aus der die weiteren für 

die Zellisolierung verwendeten Lösungen abgeleitet wurden. Die Ca2+-freie Tyrodelösung 

hatte folgende Zusammensetzung:  

Substanz Konzentration MW g/mol Firma / Bestellnummer 

NaCl      137 mM 58,44 Merck / 1.06400.1000 

KCl       5,4 mM 74,55 Merck / 1.04936.1000 

MgSO4 (7H2O)        1,2 mM 246,48 Merck / 1.05883.0500 

Na2HPO4 (12H2O)        1,2 mM 358,14 Merck / 1.06573.1000 

Hepes         20 mM 238,31 Sigma / H 3375 

D-Glukose        30 mM 180,16 Fluka / 1.08337.1000 

Tab. 2.1. Ca2+-freie Tyrodelösung 

Die Substanzen wurden in Aqua bidest. gelöst. Der pH-Wert wurde mit 1 M NaOH auf 7,55 

eingestellt. 
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2.1.1.2 Enzymlösung 

Substanz Konzentration MW g/mol Firma / Bestellnummer 

Taurin 1,25 mM 125,15 Sigma / T 0625 

DL-Glutaminsäure 0,8 mM 147,1 Sigma / G 1126 

DL-Carnitin 0,2 mM 197,66 Sigma / C 0283 

Kollagenase 2 1 mg/ml 277 U/mg Biochrom / CLS II 

Protease XIV 0,04 mg/ml 5,2 U/mg Sigma / P 5147 

CaCl2  25 µM 110,99 Fluka / 21115 

Tab. 2.2. Enzymlösung 

Die Substanzen wurden in Ca2+-freier Tyrode-Lösung gelöst. 

 

 

2.1.1.3 Stoplösung 

Substanz Konzentration  MW g/mol Firma / Bestellnummer 

Albumin 0,3 M 66,3 Sigma / A 7906 

BDM 20 mM 101,11 Sigma / B 0753 

CaCl2  50 µM 110,99 Fluka / 21115 

Tab. 2.3. Stoplösung 

Die Substanzen wurden in Ca2+-freier Tyrodelösung gelöst. 

 

 

2.1.1.4 Waschlösung und Kalziumaufbau  

 

Die Lösungen zum Waschen und für den Kalziumaufbau enthielten unterschiedliche Ca2+-

Konzentrationen. Dafür wurden unterschiedliche Mengen von CaCl2 (1M) in Ca2+-freier 

Tyrodelösung gelöst. Die verwendeten Konzentrationen sind im Folgenden aufgeführt: 

 

Waschlösung    [Ca2+] =     50 μM 

1. Schritt des Kalziumaufbaus [Ca2+] =   125 μM 

2. Schritt des Kalziumaufbaus [Ca2+] =   250 μM 

3. Schritt des Kalziumaufbaus [Ca2+] =   500 μM 

4. Schritt des Kalziumaufbaus [Ca2+] = 1000 μM 
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2.1.1.5 Nährlösung 

 

Nach der Isolierung wurden die Ventrikelmyozyten in eine Nährlösung überführt. Die 

Nährlösung hatte folgende Zusammensetzung: 

Substanz Konzentration MW g/mol Firma / Bestellnummer 

M199-Medium – – Sigma / M 7528 

Taurin 5 mM 125,15 Sigma / T 0625 

DL-Carnitin 5 mM 197,66 Sigma / C 0283 

DL-Kreatin 5 mM 131,1 Sigma / C 0780 

Penicillin/Streptomycin 

(100x)  

P 10.000 U/ml / 

S 10 mg/ml 
– Sigma / P 4333 

L-Glutamin (100x) 200 mM – 
PAA-Cell culture Company / 

M11-004 

Tab. 2.4. Nährlösung 

Anschließend wurde die Nährlösung steril filtriert und bei 4° C gelagert (ready to use). 

 

 

2.1.2 Isolierung der Kardiomyozyten 

 

Kaninchen (3-4 kg) wurden mit 50 mg/kg i.v. Thiopental (Nycomed, Konstanz, # 132281) und 

25 I.E. i.v. Heparin-Natrium (Ratiopharm, Ulm, # PZN 3029843) anästhesiert. Nach 

Eröffnung des Thorax wurde das Herz entnommen und an eine Langendorff-

Perfusionsapparatur angeschlossen. Zunächst wurde das Herz für ca. 6 min mit nominell 

Ca2+-freier Tyrodelösung (2.1.1.1) perfundiert. Anschließend wurde eine Enzymlösung 

verwendet, die 1 mg/ml Kollagenase und 0,04 mg/ml Protease enthielt (2.1.1.2). Mit dieser 

Enzymlösung wurde das Herz kontinuierlich perfundiert, bis es schlaff und breiig war (ca. 20-

30 min).  

Das Ventrikelgewebe wurde unterhalb der Vorhofebene abgeschnitten und in Stoplösung 

(2.1.1.3) überführt, um die Restaktivität der Enzyme zu hemmen. Anschließend wurde das 

Ventrikelgewebe in ein Becherglas mit Waschlösung (50 µM Ca2+) überführt, in der es mit 

Hilfe einer Schere zerkleinert und durch einen Filter (Porengröße: 200 µm) filtriert wurde. 

Dieser Vorgang wurde 2-3 Mal wiederholt. Nach der letzten Filtration erfolgte der langsame 

Kalziumaufbau. Hierfür wurde die Zellsuspension in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen (Sarstedt, 

# 62547254) filtriert und für 6-10 min sedimentiert. Nach der Sedimentation wurde der 

Überstand aus dem Zentrifugenröhrchen abgesaugt und mit der ersten Kalziumlösung (125 

µM Ca2+) für den Kalziumaufbau aufgefüllt. Im Anschluss ließ man die Zellsuspension 
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abermals für 10 min sedimentieren. Nach der Sedimentation wurde der Überstand wiederum 

abgesaugt und mit der zweiten Kalziumlösung (250 μM Ca2+) aufgefüllt. Dieser Vorgang 

wurde noch zweimal wiederholt (mit der dritten (500 μM Ca2+) und vierten (1 mM Ca2+) 

Kalziumlösung), bis eine Kalziumkonzentration von 1 mM erreicht wurde. Nach dem 

Kalziumaufbau wurde die Zellsuspension in die Nährlösung überführt (Schillinger et al. 

2000). 

Das Vorhofgewebe wurde zerschnitten und in der Vertiefung einer Kulturschale gesammelt. 

Der langsame Kalziumaufbau erfolgte mit einer kalziumhaltigen Tyrodelösung (2.2.4.1). Über 

einen Zeitraum von 2-3 Stunden wurde alle 10 min ca. 100 µl kalziumhaltige Tyrodelösung 

auf das zerschnittene Vorhofgewebe geträufelt. Im Anschluss wurden die Gewebereste aus 

der Zellsuspension mit einer Pinzette entfernt.  

Für einige Versuche wurden außerdem Ventrikelmyozyten von Mäuse- und Rattenherzen 

sowie von terminal-insuffizienten menschlichen Herzen verwendet. Die Zellisolierung folgte 

den gleichen Prinzipien wie für die Kaninchenmyozyten beschrieben. Details zur 

Zellisolierung sind der Originalliteratur zu entnehmen (Maus: O’Connell et al. 2003, Ratte: 

McCrossan et al. 2004, Human: Bustamante et al. 1982, Beuckelmann et al. 1992).  

Für die Verwendung menschlicher Myokardproben für wissenschaftliche Zwecke erklärten 

sich alle Patienten einverstanden. Die Untersuchungen sind von der Ethikkommission der 

Georg-August-Universität Göttingen geprüft und gebilligt (AZ 31/9/00). 

 

 

2.1.3 Ausplattierung und Beladung der isolierten Kardiomyoyzten 

 

Die isolierten Kardiomyozyten wurden auf dem Glasboden von Kulturschälchen (WillCo, 

Amsterdam, Niederlande, # HBSt-3522; Durchmesser: 35 mm; Innendurchmesser (Glas): 22 

mm) ausplattiert. Zur besseren Anheftung der Myozyten an den Glasboden waren die 

Schälchen mit Laminin (50 µg/ml) beschichtet. Dazu wurden 20 µl Laminin (Maus-Laminin, 

Tebu-Bio, Offenbach, # 0172005; Lagerung bei -70°C) in 1 ml Tyrodelösung gelöst. Ein 

Tropfen der Lamininlösung wurde in die Mitte eines jeden Glasschälchens gegeben und für 

mindestens eine Stunde stehengelassen. Anschließend wurde die Lamininlösung entfernt 

und durch einen Tropfen Zellsuspension ersetzt. Die überschüssige Tyrode-Lösung der 

Zellsuspension wurde nach 30 min abgesaugt und durch einen Tropfen Tyrode-Lösung mit 

Fluoreszenzfarbstoff ersetzt. Die Ventrikel- und Vorhofmyozyten wurden mit dem NO-

Indikator DAF-FM-Diazetat (5 µM) für 30 min beladen. Anschließend wurde die 

Farbstofflösung abgesaugt und gegen Tyrode-Lösung ausgetauscht. Das Ausplattieren, die 

Beladung mit Fluoreszenzfarbstoff und die anschließenden Messungen fanden bei 

Raumtemperatur (20-24°C) statt.  
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2.2 Messungen von NO in isolierten Kardiomyozyten mit Hilfe von 

Fluoreszenzfarbstoffen und konfokaler Lasermikoskopie 

 

Die NO-Messungen erfolgten mit dem NO-Indikator DAF-FM.  

 

 

2.2.1 Beladung der Kardiomyozyten mit DAF-FM-Diazetat  

 

DAF-FM ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der die Lipidmembran der Zellen nicht oder nur schwer 

passieren kann. Deshalb verwendet man für die Beladung der Zellen mit diesem Farbstoff 

die Diazetat-Form. DAF-FM-Diazetat ist ein ungeladenes, nicht fluoreszierendes, lipophiles 

Molekül, welches gut durch die Zellmembran in das Zellinnere diffundieren kann. 

Intrazelluläre unspezifische Esterasen spalten die beiden Azetat-Reste ab, wodurch das 

DAF-FM, die NO-sensitive, nicht-membrangängige Form, entsteht. DAF-FM ist nur schwach 

fluoreszierend, erst nach NO+-Bindung entsteht das fluoreszierende Benzotriazol-Derivat 

(Haugland 2005). 
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Abb. 2.1. Reaktionsschema für den Nachweis von NO durch DAF-FM-Diazetat (Haugland 2005, S. 871) 

Bevor wir mit den NO-Messungen begannen, untersuchten wir die optimalen Bedingungen 

für die Beladung der Ventrikelmyozyten mit dem Farbstoff DAF-FM-Diazetat. Die 

Konzentrationen variierten zwischen 0,5-20 µM und die Inkubationszeiten lagen zwischen 5–

60 min. Wir stellten fest, dass die optimale Beladung der Ventrikelmyozyten bei 5µM für 30 

min liegt, in Übereinstimmung mit der Literatur (Cuong et al. 2005). 

 

 

Der NO-Indikator DAF-FM 2.2.2 

 

Als NO-Indikator wurde das Diaminofluorescein 4-Amino-5-methylamino-2´,7´-

difluorofluorescein (DAF-FM) verwendet. Der pKa-Wert von DAF-FM beträgt 4,38. Bei einem 
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pH > 5,5, d.h. unter physiologischen Bedingungen, ist die NO-Bindung an DAF-FM pH-

unabhängig. DAF-FM reagiert nicht mit NO selbst, sondern mit NO+-Äquivalenten wie Nitrit-

Anhydriden, die durch Autooxidation von NO entstehen (Kojima et al. 1999). Die 

Nachweisgrenze für NO liegt bei 3 nM (Haugland 2005). Die kovalente NO+-Bindung an 

DAF-FM ist irreversible. Das bedeutet, wenn kein neues NO gebildet wird, bleibt die 

Fluoreszenz auf dem erreichten Niveau. Nach der Reaktion mit NO+ kommt es zu einer 

Zunahme der Fluoreszenz um das bis zu 160-Fache. Die Fluoreszenz-Eigenschaften des 

DAF-FM leiten sich vom Fluorescein ab. Das Absorptionsmaximum von DAF-FM beträgt 495 

nm und das Emissionsmaximum 515 nm (Kojima et al. 1999). Der Farbstoff wurde mit 

Laserlicht der Wellenlänge 488 nm angeregt, die Emission wurde bei Wellenlängen >505 nm 

gemessen. 

 

 

Abb. 2.2. Fluoreszenz-Emissions-Spektren von DAF-FM in Lösungen von 0-1,2 µM NO (Haugland 2005, 

S. 872) 

DAF-FM-Diazetat (MW 496,42 g/mol) wurde von Molecular Probes (Eugene, Oregon, USA) 

zu 10 x 50 μg Einheiten (# D 23844) bezogen. Es wurde eine 5 μM Lösung in Tyrode mit 1 

μl/ml Pluronic F127 (Molecular Probes, P-3000MP) angesetzt und bei -20°C gelagert.  

 

 

2.2.3 Die verwendeten Lösungen und Substanzen für die Konfokalmikroskopie 

 

2.2.3.1 Tyrodelösung 

 

Nach der Isolierung und Ausplattierung wurden die Herzmuskelzellen mit einer Tyrodelösung 

überspült. Die folgende Tabelle gibt die Zusammensetzung der Tyrodelösung wieder. 
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Substanz Konzentration MW g/mol Firma / Bestellnummer 

NaCl 140 mM 58,44 Fluka / 71381 

KCl 5 mM 74,55 Merck / 1.04933.0500 

CaCl2 2 mM 110,99 Fluka / 21115 

MgCl2 1 mM 203,3 Merck / 1.05833.1000 

Hepes 10 mM 238,3 Sigma / H-4034 

D-Glukose 10 mM 180,16 Merck / 1.08337.1000 

Tab. 2.5. Tyrodelösung 

Die Substanzen wurden in Aqua bidest. gelöst. Der pH-Wert der Tyrodelösung wurde durch 

Zugabe von 1 M Natronlauge (NaOH) auf 7,35 eingestellt. Für Messungen mit Maus- und 

Ratten-Ventrikelmyozyten wurde die CaCl2-Konzentration auf 1 mM verringert. Für die NO-

Messungen wurde 100 µM L-Arginin hinzugefügt. L-Arginin ist für die NO-Bildung 

unerlässlich, da L-Arginin das Substrat der NO-Synthase darstellt. L-Arginin wurde bei Alexis 

(Lörrach # 101-004-G025, MW 174,2 g/mol) zu 25 mg Einheiten bezogen. 
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Abb. 2.3. NO-Synthase-Produktion von NO und L-Citrullin aus L-Arginin und Sauerstoff (Haugland 2005, 

S. 870)  

 

 

2.2.3.2 Pharmakologische Hemmung der PI-3-Kinase 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Inhibitoren der Phosphatidylinositol-3-

OH-Kinase (PI3K) verwendet. Die PI3K ist ein dimeres Enzym, das aus einer katalytischen 

(110 kDa) und einer regulatorischen (85 kDa) Untereinheit besteht (Vlahos et al. 1994). 
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2.2.3.2.1 Blockade der PI-3-Kinase durch 2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-

benzopyran-4-one (LY294002) 

 

LY294002 ist ein potenter, zellpermeabler und selektiver Blocker der PI3K. Diese Wirkung 

erfolgt durch Bindung des LY294002 an die ATP-Bindungsstelle des Enzyms (Vlahos et al. 

1994). Die ATP-Bindungsstelle liegt auf der regulatorischen Untereinheit der PI3K (Thelen et 

al. 1994). Der IC50-Wert, bei der 50% des inhibitorischen Effektes auf die eNOS in 

Rattenmyozyten gemessen wurden, wird mit 1,4 μM angegeben (Vlahos et al. 1994). 

Bezogen wurde der Blocker von Calbiochem (Darmstadt, # 440202, MW 307,4 g/mol) zu 5 

mg Einheiten. LY294002 wurde in einer Konzentration von 10-2 M in DMSO gelöst, in Aqua 

bidest. zu einer 10-3 M Stammlösung verdünnt und bei -20°C gelagert. Die Substanz wurde in 

einer Konzentration von 10-5 M eingesetzt.  

 

 

2.2.3.2.2 Blockade der PI-3-Kinase durch Wortmannin 

 

Der Pilzmetabolit Wortmannin (Baggiolini et al. 1987) ist ein zellpermeabler und irreversibler 

Blocker der PI3K (Nakanishi et al. 1992, Nakamura et al. 1995). Die Bindung von 

Wortmannin erfolgt an die katalytische und gleichermaßen an die regulatorische Untereinheit 

der PI3K (Thelen et al. 1994). Der hemmende Effekt des Wortmannins auf die PI3K wird mit 

einem IC50 von 5 nM angegeben (Arcaro und Wymann 1993). Bei 100-Fach höheren 

Konzentrationen als für die Hemmung der PI3K erforderlich (Bonser et al. 1991) können 

auch weitere Kinasen (Myosinleichtketten-Kinase (Nakanishi et al. 1992) und Phospholipase 

D (Cross et al. 1995)) geblockt werden. 

Die Substanz wurde von Calbiochem (Darmstadt, # 681675, MW 428,4 g/mol) zu 1 mg 

Einheiten bezogen. Es wurde eine 10-2 M Stammlösung in DMSO angesetzt, 1:1000 mit 

Aqua bidest. zu einer 10-5 M Stammlösung verdünnt und bei -20°C gelagert. Die eingesetzte 

Konzentration betrug 3x10-7 M. 

 

 

2.2.3.3 Pharmakologische Hemmung der Proteinkinase A durch N-[2-(p-

bromocinnamylamino)ethyl]-5-isoquinolinesulfonamid (H89) 

 

H89 ist ein potenter, zellpermeabler Hemmstoff der cAMP-abhängigen Proteinkinase 

(Proteinkinase A, PKA). Die Hemmung der PKA durch H89 ist ATP-abhängig. Der Ki-Wert (in 

ATP-freier Lösung) wird mit 48 nM angegeben (Chijiwa et al. 1990). Für die Hemmung der 

PKA durch H89 in intakten Zellen mit millimolaren ATP-Konzentrationen werden mikromolare 
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H89-Konzentrationen benötigt (Erlenkamp et al. 2002). Der hemmende Effekt der H89 auf 

die PKA wird mit einem IC50 von 135 nM, bei einer ATP-Konzentration von 0,1 mM, 

angegeben (Davies et al. 2000). 

Die Substanz wurde von Calbiochem (Darmstadt, # 371963, MW 519,2 g/mol) zu 1 mg 

Einheiten bezogen. Es wurde eine 10-2 M Stammlösung in DMSO angesetzt, mit Aqua bidest. 

zu einer 10-3 M Stammlösung verdünnt und bei 4°C gelagert. H89 wurde in einer 

Konzentration von 1 μM eingesetzt. 

 

 

2.2.3.4 NO-Donoren 

 

2.2.3.4.1 S-Nitroso-N-acetyl-penicillamin (SNAP)  

S N OR2 RSSR + 2 NO
 

Abb. 2.4. Mechanismus der spontanen NO-Freisetzung durch SNAP (Haugland 2005, S. 870) 

SNAP ist ein spontaner NO-Donor (Haugland 2005). Die NO-Freisetzung erfolgt nicht-

enzymatisch (Wegener et al. 2002) und ist abhängig von Kupfer, das z.B. aus Aminosäuren, 

Tripeptiden und Serumalbumin stammen kann (Dicks und Williams 1996). Aus einem 

Molekül SNAP entstehen zwei Moleküle NO (Haugland 2005) und ein Molekül 

Schwefelkohlenstoff (Dicks und Williams 1996). 

SNAP wurde von Molecular Probes (Eugene, Oregon, USA # N-7927, MW 220,24 g/mol) zu 

20 x 1 mg Einheiten bezogen. Die 10-2 M Stammlösung wurde in DMSO angesetzt. SNAP 

wurde in einer Konzentration von 100 µM eingesetzt. 

 

 

2.2.3.4.2 Spermin-NONOat (SNO) 

N N OR

O
-

RH + 2 NO
H

+

 

Abb. 2.5. Mechanismus der spontanen NO-Freisetzung durch Spermin-NONOat (Haugland 2005, S. 870) 

Der spontane NO-Donor SNO hat eine Halbwertzeit von 39 min bei 37°C in einem Puffer mit 

pH 7,4. Nach seiner Lösung dissoziiert SNO zu zwei Molekülen NO und einem Molekül 

Spermin (Haugland 2005). Die spontane Freisetzung von NO erfolgt bei physiologischem 

oder im sauren pH-Bereich. Im basischen pH-Bereich ist SNO relativ stabil (Wegener et al. 

2002).  
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Die Substanz wurde von Alexis (Lörrach, # 430-013-M025, MW 262,4 g/mol) zu 25 mg 

Einheiten bezogen. Es wurde eine 10-2 M Stammlösung in 0,01 M Natronlauge angesetzt 

und bei -20°C gelagert. SNO wurde in einer Konzentration von 100 µM eingesetzt. 

 

 

2.2.3.5 Pharmakologische Hemmung der NO-Synthasen (NOS) 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden NO-Synthasen blockiert. Dazu wurden zwei verschiedene 

NO-Synthase-Hemmstoffe verwendet. 

 

 

2.2.3.5.1 NG-Nitro-L-Arginin-Methylester (L-NAME) 

 

L-NAME ist ein Hemmstoff der NO-Synthasen (Rees et al. 1990). L-NAME erfordert die 

Hydrolyse der Methylester durch zelluläre Esterasen, um zu einem voll funktionsfähigen 

Inhibitor zu werden (L-NNA) (Griffith und Kilbourn 1996). Der Ki-Wert für die eNOS liegt bei 

39 nM (Garvey et al. 1994). 

Die Substanz wurde von Calbiochem (Darmstadt, # 483125, MW 269,7 g/mol) zu 100 mg 

Einheiten bezogen. L-NAME wurde direkt in Tyrodelösung gelöst und in einer Konzentration 

von 1 mM eingesetzt.  

 

 

2.2.3.5.2 L-N5-(1-Iminoethyl)-ornithin (L-NIO) 

 

L-NIO ist ein 5-fach potenterer Hemmstoff der eNOS als L-NAME. Der Ki-Wert für die eNOS 

liegt bei 3,9 µM (Rees et al. 1990). 

Es wurde eine 10 mM Stammlösung in Aqua bidest. angesetzt und bei -20°C gelagert. Die 

eingesetzte Konzentration betrug 10 µM. Bezogen wurde die Substanz von Calbiochem 

(Darmstadt, # 400600, MW 246,1 g/mol) zu 20 mg Einheiten.  

 

 

2.2.3.6 Urocortin II (UcnII) 

 

Urocortin II (UcnII) ist ein Peptid aus der Familie der Corticotropin-Freisetzungsfaktoren 

(CRF) (Lewis et al. 2001, Reyes et al. 2001, Wiley und Davenport 2004). UcnII (MW 4152,8 

g/mol) wurde von Sigma (München, # U9507) bezogen, als 10-5 M Stammlösung in Aqua 
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bidest. angesetzt und bei -20°C gelagert. Verwendet wurde UcnII in einer Konzentration von 

10-7 M und 3x10-7 M.  

 

 

2.2.4 Bestandteile des konfokalen Lasermikroskops 

 

Gerät Typ Firma 

Argon-Ionen-Laser 150m 
VisiTech International 

(Sunderland, UK) 

Aufnahme- und 

Analyseprogramm 

QED Camera standalone 

(Version 1.6a58) 

VisiTech International 

(Sunderland, UK) 

Computer G4-Prozessor, OS 9 Macintosh 

druckluftgefederter Tisch Micro-g 63-560 
Technical Manufacturing 

Corporation (Peabody, USA) 

Filter (DAF-FM) 505 nm Langpass 
VisiTech International 

(Sunderland, UK) 

ICCD-Kamera XR-MEGA-10 
VisiTech International 

(Sunderland, UK) 

Konfokale Einheit QLC 100 
VisiTech International 

(Sunderland, UK) 

Mikromanipulator PCS 5000 Burleigh (Ontario, Kanada) 

Objektiv Nikon CFI S-Fluor 40x / 1.30 Oil Nikon GmbH (Düsseldorf, D) 

Patch Clamp Einheit PCS 5000 Burleigh (Ontario, Kanada) 

Rollenpumpe MC 360 
Schütt Labortechnik 

(Göttingen, D) 

Stimulationseinheit STIM 6 SI Heidelberg (Heidelberg, D) 

Superfusionseinheit mit 

Mikromanipulator 
SH-27B 

Hugo Sachs Electronic 

 (March-Hugstetten, D) 

Umkehrmikroskop Nikon Eclipse TE 2000U Nikon GmbH (Düsseldorf, D) 

Tab. 2.6. Bestandteile des konfokalen Lasermikroskops 
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2.2.5 Beschreibung des konfokalen Lasermikroskops 

 

Abb. 2.6. Darstellung des konfokalen Lasermikroskops 

Das konfokale Lasermikroskop [1] stand auf einem druckluftgefederten Tisch [2], um 

Erschütterungen zu vermeiden. Bevor ein Kulturschälchen [3] mit Herzmuskelzellen auf den 

Tisch des Umkehrmikroskops gestellt wurde, wurde ein Tropfen Immersionsöl auf die Linse 

des Ölimmersionsobjektivs getropft [4]. Die Herzmuskelzellen wurden über Platinelektroden 

[5], die an eine Stimulationseinheit [6] angeschlossen waren, elektrisch stimuliert. Für die 
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Fluoreszenzmessungen wurden Zellen ausgesucht, die eine gleichmäßige Querstreifung 

aufwiesen, die auf die elektrische Stimulation mit gleichmäßigen, deutlich sichtbaren  

Zellverkürzungen antworteten und die nahezu homogen mit Farbstoff beladen waren (vgl. 

Abb. 2.7). Die verschiedenen Versuchslösungen wurden in die Vorratsgefäße gefüllt [7] und 

strömten über die Superfusionseinheit [8] in die Kulturschälchen. Der Lösungsfluss wurde 

über 3-Wege-Ventile reguliert. Der Ausfluss der Superfusionseinheit bestand aus einer 

Kanüle [9] mit einem Innendurchmesser von 1 mm. Er wurde mit Hilfe des Mikromanipulators 

[10] so positioniert, dass die untersuchten Zellen im laminaren Superfusionsstrom lagen. Die 

Flussgeschwindigkeit konnte anhand der Höhe der Vorratsgefäße eingestellt werden. Bei 

einer Höhe von 18 cm über dem Mikroskoptisch betrug der Lösungsfluss 2,8 ml/min. Die 

Lösung im Kulturschälchen wurde über eine Rollenpumpe [11] abgesaugt. Das Laserlicht 

des Argon-Ionen-Lasers [12] gelangte über einen Lichtleiter in die konfokale Einheit [13] und 

wurde von dort über ein System aus Spiegeln und über das Objektiv von unten auf die 

Herzmuskelzellen geleitet. Die von den Zellen emittierte Fluoreszenz gelangte auf 

demselben Weg zurück in die konfokale Einheit, passierte einen dichroischen Spiegel und 

traf auf die Kamera [14]. Von dort wurde das konfokale Bild auf den Computer übertragen. 

 

 

Abb. 2.7. Abbildung ventrikulärer Herzmuskelzellen.  

A) Lichtmirkoskopische Aufnahme einer Ventrikelmyozyte mit erkennbarer Querstreifung. B) Aufnahme einer 

Ventrikelzelle, die mit dem NO-sensitiven Farbstoff DAF-FM homogen beladen ist. 
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2.2.6 Das Prinzip der konfokalen Einheit 

 

Abb. 2.8. Schema des Nipkowscheibensystems (ANDOR Technology, www.andor.com) 

Die Abb. 2.8 zeigt ein Schema des Nipkowscheibensystems. Das System besteht aus zwei 

Scheiben, die mechanisch miteinander verbunden sind und über einen Motor angetrieben 

werden. Sie rotieren mit 1800 U/min. Die obere Scheibe enthält 20.000 Mikrolinsen, die das 

Laserlicht durch die 20.000 korrespondierenden Lochblenden der unteren Scheibe 

fokussieren. Dadurch wird die Lichtausbeute, d.h. die Anregung des Fluoreszenzfarbstoffs in 

den Zellen, um ein Vielfaches erhöht. Das Laserlicht wird über das Objektiv auf eine Ebene 

in der Zelle fokussiert. Auf demselben Weg – durch das Objektiv und die Lochblenden – 

gelangt das von der Zelle emittierte Fluoreszenzlicht zurück. Da es längerwellig ist als das 

Anregungslicht, passiert es dabei den dichromatischen Spiegel. Das entstehende Abbild der 

Zelle wird durch eine weitere Linse über die Kamera auf den Computer übertragen (Ishida et 

al. 1999). Diese Methode ermöglicht ein schnelles Abtasten der Zelle mit 120 Bildern pro 

Sekunde (8.3 ms pro Bild). Der Vorteil gegenüber konventionellen Konfokalmikroskopen liegt 
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einmal in der geringeren Fluoreszenzbleichung und Schädigung der Zellen und zum anderen 

entsteht ein reales und zeitnahes, zweidimensionales Abbild der Zelle (Nakano 2002).  

 

 

2.2.7 

2.3.1 

Auswertung der zellphysiologischen Versuche 

 

Die Fluoreszenzänderungen sowie die Zellverkürzung (fraktionelle Verkürzung) wurden mit 

dem Computerprogramm QED Camera Standalone (VisiTech international, Sunderland, UK) 

ausgewertet. Für die Bestimmung der fraktionellen Zellverkürzung wurde die maximale 

Länge der Zellen in der Diastole und die minimale Länge der Zellen in der Systole 

ausgemessen. Anschließend wurde die Differenz durch den diastolischen Wert geteilt und in 

Prozent angegeben.  

Zur Ermittlung der Fluoreszenzänderungen (F/F0) wurden Regionen innerhalb der Zellen 

(zelluläre Fluoreszenz) und eine ausgewählte Region neben den Zellen als 

Hintergrundfluoreszenz definiert. Zur Berechnung von wurde zunächst von der zellulären 

Fluoreszenz die Hintergrundfluoreszenz abgezogen. Anschließend wurde der niedrigste 

Fluoreszenzwert zu Beginn einer Messung ermittelt und als F0 definiert. Änderungen der 

Hintergrund-korrigierten zellulären Fluoreszenz (F) wurden auf den Ausgangswert normiert 

(F0) 

 

 

2.3 Molekularbiologische Untersuchungen 

 

Materialien und Geräte 

 

2.3.1.1 Chemikalien 

 

Akryl-, Bisakrylamid Lösung Roth, Karlsruhe, # 3029.1 

Ammoniumpersulfat (APS) Sigma, Steinheim, # A3678 

Aprotinin Boehringer Mannheim, # A3428 

Bromphenolblau-Natriumsalz AppliChem, Darmstadt, # A3650 

Buthanol Merck, Darmstadt, # 1.00988.1000 

Dithiothreitol (DTT) Sigma, Steinheim # D9163 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma, Steinheim # D5879 

Ethanol Merck, Darmstadt, # 1.590100.500 

Ethylendiamintetraazetat (EDTA) Sigma, Steinheim, # E-5134 

Ethylenglykol-bis (ß-aminoethyl)-tetraazetat Sigma, Steinheim, # E-0396 
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(EGTA) 

ß-Glyzerolphosphat Sigma, Steinheim, # G-6251 

Glyzerol Sigma, Steinheim, # G-5516 

Glyzin Roth, Karlsruhe, # 3908.3 

Leupeptin Sigma, Steinheim, # L-2023 

Magermilchpulver (MP) AppliChem, Darmstadt, # A0830.0500 

Methanol Merck, Darmstadt, # 1.06012.1000 

Natriumchlorid (NaCl) Fluka, Buchs, CH, # 71381 

Natriumdodecylsulfat 20% (SDS) Serva, Heidelberg, # 39575  

Natriumfluorid (NaF) Sigma, Steinheim, # S-7920 

Natriumorthovanadat Sigma, Steinheim, # S-6508 

Natriumpyrophosphat Sigma, Steinheim, # S-6422 

NP 40 (IGEPAL CA-630) Sigma, Steinheim, # I-3021 

Dulbecco’s PBS (10x ohne Mg+ und Ca2+)  PAA, Pasching, A, # H15-011 

Pepstatin A Sigma, Steinheim, # P-4265 

Phenylmethylsulfonyl-Fluorid (PMSF) Sigma, Steinheim, # P-7626 

Polyoxyethylen (20)-sorbitanmonolaurat Sigma, Steinheim, # P-1379 

(Tween 20) 

Rinderserumalbumin (BSA) Sigma, Steinheim, # A-7906 

Röntgen-Entwickler LX 24 Kodak, Paris, F, # 5070933 

Röntgen-Fixierlösung Tetenal, Norderstedt, # 101043 

TEMED Sigma, Steinheim, # T-9281 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Roth, Karlsruhe, # 4855.2 

 

 

2.3.1.2 Markerproteine, Kits 

 

BCA Protein Assay Kit  PIERCE, Rockford, USA, # 23225 

Precision Plus Protein Standard Marker Bio-Rad, München, # 161-0373 

Supersignal® West Pico PIERCE, Rockford, USA 

Chemilumineszenz Substrat # 34080.02 CG 5045 3A 
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2.3.1.3 Antikörper 

 

Primärantikörper: 

 
Polyklonaler Akt-Antikörper Cell Signaling, Beverly, USA,  

(Kaninchen) # 9272 

Polyklonaler Phospho-Akt-(Ser473)-Antikörper Cell Signaling, Beverly, USA, 

(Kaninchen) # 9271 

Polyklonaler Phospho-Akt-(Thr308)-Antikörper Cell Signaling, Beverly, USA, 

(Kaninchen) # 9275 

Polyklonaler eNOS (NOS3)-Antikörper (C20) Santa Cruz Biotechnology,  

(Kaninchen) Santa Cruz, USA, # sc-654 

Polyklonaler Phospho-eNOS-(Ser1177)-Antikörper Cell Signaling, Beverly, USA, 

(Kaninchen) # 9571 

Monoklonaler GAPDH-Antikörper Bio Trend, Köln,  

(Maus) # 4699-9555 

 

Sekundärantikörper: 

 
HRP-gekoppelter Anti-Kaninchen-Antikörper Amersham, Freiburg, # NA 934 

HRP-gekoppelter Anti-Maus-Antikörper Amersham, Freiburg, # NA 931 

 

 

2.3.1.4 Pharmaka für die molekularbiologischen Untersuchungen 

 

Die Wirkungen und das Ansetzen der verschiedenen Pharmaka wurden bereits unter 2.2.4 

beschrieben. Deshalb erfolgt an dieser Stelle nur eine kurze Übersicht. 

Substanz Stammlösung Endkonzentration 

UcnII 10-5 M 1x10-7 M 

H89 10-2 M 5x10-6 M 

LY 294002 10-3 M 1x10-5 M 

Wortmannin 10-5 M 3x10-7 M 

Tab. 2.7. Übersicht der verwendeten Pharmaka und deren Konzentrationen 
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2.3.1.5 Technische Geräte 

 

Ray Film (13 cm x 18 cm) Fuji Film, Chicago, USA, # 4014403  

Gelelektrophoreseapparatur Bio-Rad, München 

Mini-Trans-Blot Cell 

Gelgießapparatur Bio-Rad, München 

Dry Block Heater HBS 130 Star Laboratory, Menlo Park, USA 

Multi ImagerTM, Light Cabinet System Alpha Innotech Corp., San Leandro, USA 

Nitrozellulose-Transfermembran Schleicher & Schuell, Dassel, # 10401196 

(Porengröße 0,45 μm) 

Tischschüttler Polymax 1040 Heidolph, Kerlheim 

Transferkammer Mini Protean 3 Cell Bio-Rad, München 

Transformator Power Pac 300 Bio-Rad, München 

Zentrifuge 1-15 Sigma, Steinheim 

 

 

2.3.2 Ausplattieren und Ernten der Ventrikelmyozyten 

 

2.3.2.1 Laminieren der Zellkulturschalen 

 

Die verwendeten Zellkulturschalen (Sarstedt, Durchmesser: 100x20 mm, # 83.1802) wurden 

vor dem Ausplattieren mit Laminin behandelt. Das Laminin (siehe unter 2.1.3, S.18) wurde 

mit M199-Medium (ready to use) in einem Verhältnis von 1:100 gemischt (30 µl Laminin in 

M199 Medium) und auf den Platten verteilt. Anschließend wurden die Schalen für 1 Stunde 

bei Raumtemperatur mit dieser Lösung inkubiert. 

 

 

2.3.2.2 Ausplattierung und Behandlung der Herzmuskelzellen 

 

Vor dem Ausplattieren der Herzmuskelzellen wurde das lamininhaltige Medium abgesaugt. 

Pro Schale wurden 500.000 Zellen pro 5 ml M199-Medium (ready to use) ausplattiert. 

Anschließend erfolgte eine 2-stündige Inkubation bei Raumtemperatur. Dies diente dem 

Anwachsen der Zellen an den Boden der Kulturschalen, damit diese beim späteren Waschen 

nicht verloren gingen. 

Anschließend wurden die Ventrikelzellen mit den verschiedenen Hemmstoffen und UcnII 

behandelt. In jedem Versuchsansatz blieb eine Kulturschale unbehandelt und diente als 

Kontrolle. 
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2.3.3 Gewinnung des Myozytenhomogenats 

 

Nach der Inkubation mit UcnII und den Hemmstoffen wurden die Myozyten geerntet und für 

die molekularbiologischen Untersuchungen homogenisiert. Für die Gewinnung eines 

Myozytenhomogenats wurde ein Homogenisierungspuffer folgender Zusammensetzung 

verwendet 

Substanz Konzentration MW g/mol 

NP 40 (IPEGAL CA-630) 1% – 

Glycerol 10% – 

Natriumchlorid 137 mM 58,44 

Tris-HCl, pH 7,4 20 mM 121,14 

Natriumfluorid 20 mM 41,99 

Natriumorthovanadat 1 mM 183,9 

Natriumpyrophosphat 1 mM 446,1 

ß-Glycerolphosphat 50 mM 216 

EDTA, pH 8 10 mM 372 

EGTA, pH 7 1 mM 380,4 

Aprotinin 4 µg/ml 651,2 

Leupeptin 4 µg/ml 475,6 

Pepstatin A 4 µg/ml 685,9 

PMSF 1 mM 174,2 

Tab. 2.8 Homogenisierungspuffer 

Um eine Dephosphorylierung und Degradation der Proteine zu vermeiden, wurden alle 

Schritte unter Kühlung im Eisbad durchgeführt. Das Medium wurde aus den Schalen 

abgesaugt. Anschließend wurde auf jede Schale D-PBS (Dulbecco’s phosphatgepufferte 

Kochsalzlösung) aufgetragen. Diese Lösung diente dem Waschen und Entfernen des 

restlichen Mediums und wurde ebenfalls abgesaugt. Im Anschluss wurde der 

Homogenisierungspuffer auf die Zellen gegeben. Mit einem Zellschaber wurden die 

Myozyten vom Boden der Schalen abgekratzt und mit einer Pipette in ein 1,5 ml Eppendorf-

Reaktionsgefäß übertragen. Durch Auf- und Abziehen mittels einer Spritze (G27) wurden die 

Zellen zertrümmert. Die Suspension wurde unter Kühlung (4°C) bei 14.000 U/min für 5 min 

zentrifugiert. Dies diente dazu, die Zelltrümmer vom proteinhaltigen Überstand zu trennen. 

Der Überstand wurde abgesaugt und in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß 

überführt. Von dem gewonnen Überstand wurden 10 μl für die Proteinbestimmung in ein 
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weiteres Eppendorf-Reaktionsgefäß pipettiert. Beide Reaktionsgefäße wurden bis zur 

Weiterverarbeitung in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. 

 

 

2.3.4 

2.3.5 

Bestimmung der Proteinkonzentration des Myozytenhomogenats 

 

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte mittels Bicinchoninsäure (BCA)-Reagenz 

(PIERCE, Reagenz A, # 23223, Reagenz B, # 23224). Der zugrunde liegende Mechanismus 

beruht auf einer Reaktion von Cu2+-Ionen mit Proteinen. Dadurch werden Cu2+-Ionen zu Cu+-

Ionen in alkalischen Medien reduziert (Biuret-Reaktion). Durch Interaktion des Protein-Cu+-

Komplexes mit Bicinchoninsäure entsteht ein violetter und wasserlöslicher Komplex 

(Chromophor), dessen Extinktion bei 562 nm direkt proportional zur Proteinkonzentration 

verläuft. 

Zunächst wurde mit BSA eine Konzentrationsreihe mit Homogenisierungspuffer von 0,5 - 3,0 

μg/μl in 0,5 μg Schritten angefertigt (BSA dient als Proteinstandard). Von den 

Myozytenhomogenaten und der Konzentrationsreihe wurden jeweils 10 μl in ein 

Reaktionsgefäß pipettiert und mit 500 μl BCA-Reagenz aufgefüllt. Die Extinktion wurde bei 

562 nm gegen den Leerwert, bestehend aus Homogenisierungspuffer und BCA-Reagenz, 

photometrisch bestimmt. Anhand der Proteinkonzentrationsreihe konnten die 

Proteinkonzentrationen der Myozytenhomogenate ermittelt werden. 

 

 

SDS-Polyakrylamid-Gelelektrophorese 

 

Für die SDS-Polyakrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli (Laemmli 1970) wurden 

Tris/SDS-gepufferte Trenngele mit einer Konzentration von 10% Polyakrylamid sowie 

Sammelgele hergestellt. 

 

Zusammensetzung des Trenngels 

 
Akryl-/Bisakrylamid    7,50 ml 

4x Tris/SDS, pH 8,8    5,63 ml 

10% APS        75 μl 

TEMED        15 μl 

Aqua bidest     9,38 ml 
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Zusammensetzung des Sammelgels 

 
Akryl-/Bisakrylamid  1,00 ml 

4x Tris/SDS, pH 6,8  1,88 ml 

10% APS  37,5 μl 

TEMED    15 μl 

Aqua bidest.  4,62 ml 

 

Durch das Detergenz SDS (Sodium dodecylsulphate) wird die Quartär- und Tertiärstruktur 

von Proteinen zerstört und diesen eine negative Ladung angelegt. Die negative Ladung 

ermöglicht die Auftrennung der Proteine im elektrischen Feld im Polyakrylamidgel anhand 

ihrer molekularen Masse. Das Molekulargewicht der zu untersuchenden Proteine war 

unterschiedlich. Aus diesem Grund konnten verschiedene Proteine auf einem Blot dargestellt 

werden. Das Molekulargewicht der untersuchten Proteine betrug für Akt ∼57 kD, für eNOS 

∼133 kD und für GAPDH ∼36 kD. Zum Nachweis der Proteine wurde eine Proteinmenge von 

40 μg benötigt. Für jedes Homogenat wurde das entsprechende Volumen anhand der 

Proteinkonzentration ermittelt. Anschließend wurde ein Drittel des Volumens mit 4x Laemmli-

Puffer hinzugefügt. 

 

Zusammensetzung des Laemmli-Puffer 

 
EGTA       16 mM 

SDS         4 % (w/v) 

Tris-HCl, pH 6,8     40 mM 

DTT       16 mM 

Glycerol      47 % (v/v) 

Bromphenolblau  0,05 % (w/v) 

 

Alle Proben wurden vor dem Auftragen für 5 min bei 95°C erhitzt, um die Proteine zu 

denaturieren, anschließend kurz (ca. 2 min) auf Eis gekühlt und für 2 min zentrifugiert. Der 

Blau gefärbte Marker (Precision Plus Protein Standard) wurde ebenfalls für 5 min bei 95°C 

erhitzt. Bis zum Auftragen wurden die Proben auf Eis gelagert. 

Um verschiedene Immunoblots miteinander vergleichen zu können, wurde eine 

Konzentrationsreihe (20 μg – 40 μg – 60 μg) aufgetragen. Für die Konzentrationsreihe 

wurden Ventrikelmyozyten  verschiedener Herzen gepoolt. Der Pool war für alle Blots 

identisch.  

Die polymerisierten SDS-Gele wurden in die Gelelektrophoreseapparatur eingespannt und 

mit SDS-Laufpuffer gefüllt. 
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Zusammensetzung des SDS-Laufpuffers (2 l, pH 8,3) 

 

Tris-Base  6,04 g 

Glyzin   28,8 g 

SDS        2 g 

 

Es erfolgte keine weitere pH-Einstellung durch HCl-Zugabe, da Cl--Ionen das Ionensystem 

stören und so zu unscharfen Banden führen. 

Danach wurden der Marker und die Proben (Kontrollhomogenate sowie behandelte 

Myozytenhomogenate) auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde gestartet bei 80 

Volt, bis die Lauffront der Proben vom Sammelgel in das Trenngel überging. Danach wurde 

die Spannung auf 120 Volt erhöht. Der Lauf wurde gestoppt, wenn die Banden begannen, in 

den Laufpuffer überzugehen. 

 

 

2.3.6 Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran 

 

Nach Auftrennung durch die Gelelektrophorese wurden die Proteine für die Antikörper-

Bestimmung auf eine Nitrozellulose-Membran mit einer Porengröße von 0,45 μm transferiert. 

Für den Transfer wurde folgender Transferpuffer verwendet: 

 

Zusammensetzung des 10x Transferpuffers (2 l) 

 

Tris-Base  78,8 g 

Glyzin 28,8 g 

 

Bei der Herstellung des 1x Transferpuffers wurde der Lösung 20% Methanol hinzugefügt, um 

die Proteinbindungsstellen der Nitrozellulose-Membran zu aktivieren. Deshalb wurden das 

Filterpapier und die Nitrozellulose-Membran bereits während der Gelektrophorese in 

Transferpuffer eingeweicht.  

Die Blotkammer wurde mit Transferpuffer aufgefüllt. Danach wurde das so genannte 

„Transfer-Sandwich“, bestehend aus einem Schwämmchen, 2 Lagen Filterpapier, einer 

Nitrozellulose-Membran, dem Polyakrylamidgel, 2 Lagen Filterpapier sowie einem weiteren 

Schwämmchen, zusammengesetzt und in die Transferkammer überführt. Beim 

Zusammensetzen des „Transfersandwich“ muss ein Blasenfang zwischen den Grenzflächen 

der verschiedenen Lagen – insbesondere zwischen Gel und Membran – vermieden werden, 

um den Transfer nicht zu beeinträchtigen. Das Blotten erfolgte über Nacht bei 4°C und einer 
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Stromstärke von 150 mA/cm2. Während des Blottens werden die Proteine vom Trenngel auf 

die Nitrozellulose-Membran übertragen. 

Am Ende des Transfers wurde die Membran entnommen und für 2-3 min bei 

Raumtemperatur in Ponceau-Lösung angefärbt. Ponceau-Lösung enthält Trichloressigsäure, 

die zur Fixierung der Proteine auf der Membran beiträgt. Durch die Ponceaurot-Färbung 

wurden die Proteinbanden auf der Membran sichtbar. Dies erleichterte das exakte 

Schneiden der Membran, welches notwendig war, um gleichzeitig mehrere Proteine in einer 

Probe nachzuweisen. Der gleichzeitige Nachweis verschiedener Proteine in einer Probe wird 

durch unterschiedliche Proteingrößen ermöglicht. In dieser Arbeit wurden die drei Proteine 

eNOS (~133 kDa), Akt (~57 kDa) und GAPDH (~36 kDa) bestimmt. Die Membran wurde 

einmal zwischen 40-50 kDa, sowie ein weiteres Mal zwischen 75-100 kDa geschnitten. Im 

Anschluss wurden die Membranfragmente mit 5%igem Milchpulver in TBST für 1 Stunde bei 

Raumtemperatur geblockt. Das dient zum ersten dem Auswaschen der Ponceau-Lösung, 

und zum zweiten werden die unspezifischen Proteinbindungsstellen der Membran gesättigt. 

 

Abb. 2.9. Schematische Darstellung einer Nitrozellulose-Membran nach Beendigung des Blottens.  

Die gestrichelten Linien deuten die beiden Schnittstellen an. Blaue Linien zeigen Markerbanden und rote Linien 

die nachzuweisenden Proteine. 

Zusammensetzung des TBST-Puffers, pH 7,5 (2 l) 

 

NaCl   19,82 g 

Tris-Base  2,42 g 

Tween 20        2,0 ml  
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2.3.7 Immundetektion 

 

Zunächst wurde die Membran für 3x 10 min mit TBST gewaschen und anschließend über 

Nacht bei 4°C mit dem phosphospezifischen Primärantikörper (gelöst in TBST) inkubiert.  

Folgende Verdünnungen der Primärantikörper wurden gewählt: 

 

Polyklonaler Akt-Antikörper 1:1000 

Polyklonaler Phospho-Akt-(Ser473)-Antikörper 1:1000 

Polyklonaler Phospho-Akt-(Thr308)-Antikörper 1:750 

Polyklonaler eNOS-Antikörper (C20) 1:1000 

Polyklonaler Phospho-eNOS-(Ser1177)-Antikörper 1:750 

Monoklonaler GAPDH-Antikörper 1:40000 

 

Am nächsten Tag wurde der nicht gebundene Primärantikörper durch Waschen (3x 10 min) 

mit TBST entfernt. Im Anschluss erfolgte die Inkubation des Sekundär-Antikörpers (gelöst in 

0,5% Milchpulver) für eine Stunde bei Raumtemperatur.  

 

Verdünnung der Sekundärantikörper 

 

HRP-gekoppelter Anti-Kaninchen-Antikörper 1:3000 

HRP-gekoppelter Anti-Maus-Antikörper 1:10000 

 

Überschüssiger, nicht gebundener Sekundärantikörper wurde durch 4x 10 min Waschen mit 

TBST entfernt. Nach dem Waschvorgang erfolgte die Immundetektion mit Luminol. Dafür 

wurde die Membran für 5 min in ECL-Lösung (ECL = enhanced chemiluminescence) 

inkubiert. Anschließend wurde der Blot in einer Entwicklerkassette in Folie eingepackt und 

mit einem Röntgenfilm unterschiedlich lange belichtet. Die Belichtungszeit betrug zwischen 

einigen Sekunden und maximal 30 min. 

Der Sekundärantikörper ist mit dem Enzym Meerrettich-Peroxidase (HRP: horseradish 

peroxidase) gekoppelt, das die Reaktion von Luminol mit Wasserstoffperoxid (H2O2) 

katalysiert. Während dieser biochemischen Reaktion wird Licht freigesetzt, die 

Chemilumineszenz, die auf dem Röntgenfilm zu einer Schwärzung führt. 

Nach erfolgreicher Filmentwicklung wurde der Blot gestrippt. Dafür wurden die Membranen 

zunächst für 4 min in Aqua bidest. gewaschen, dann für 8 min in 0,2 N NaOH überführt und 

anschließend wieder für 4 min in Aqua bidest gewaschen. NaOH bewirkt, dass sich alle 

bisher gebundenen Antikörper von ihren Antikörperbindungsstellen lösen konnten, damit 

eine zweite Immunreaktion mit dem spezifischen Proteinantikörper stattfinden konnte. Nun 
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erfolgte die zweite Antikörperreaktion mit dem spezifischen Proteinantikörper in der oben 

beschriebenen Vorgehensweise. 

 

 

2.3.8 Auswertung der Western-Immunoblots 

 

Die auf dem Röntgenfilm schwarz gefärbten Proteinbanden wurden mittels eines Multi 

Imager Light Cabinet Systems erfasst und densitometrisch quantifiziert. Für die 

Konzentrationsreihe des Poolhomogenats wurde eine lineare Regression erstellt. Mithilfe der 

Regressionsgraden wurden die Werte für die aufgetragenen Proben normalisiert, damit 

verschiedene Blots untereinander verglichen werden konnten. Anschließend wurde der 

Quotient aus phosphoryliertem Protein zu Gesamtprotein gebildet (pAkt/Akt, peNOS/eNOS), 

um den Phosphorylierungsgrad der beiden Proteine zu ermitteln. Der Quotient der mit UcnII 

behandelten Proben wurden auf den Wert der unbehandelten Proben (Kontrollhomogenat = 

100%) normalisiert. 

 

 

2.4 Statistische Auswertung 

 

Alle Ergebnisse, sowohl die der Western-Immunoblots als auch die der zellphysiologischen 

Versuche, wurden als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwerts (SEM) angegeben. Die 

Daten wurden mit einer Varianzanalyse (ANOVA) oder dem Student t-Test auf signifikante 

Unterschiede getestet. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 wurde als statistisch 

signifikant angesehen. 
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3 Ergebnisse 

 

 

3.1 Western-Immunoblot-Untersuchungen zur Urocortin-II-vermittelten 

Phosphorylierung von Akt und eNOS in Kaninchen-Ventrikelmyozyten  

 

In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir die Hypothese, dass UcnII eine eNOS-

Phosphorylierung über den PKA- und den PI3K/Akt-Signalweg hervorruft und dass diese 

eNOS-Phosphorylierung die NO-Bildung in Kaninchen-Ventrikelmyozyten steigert.  

 

 

3.1.1 Zeitabhängigkeit der Phosphorylierung von Akt am Serin-473 nach 

Urocortin-II-Gabe  

 

Um die Zeitabhängigkeit der Phosphorylierung von Akt am Serin-473 nach Ucn-II-Gabe in 

Ventrikelmyozyten zu untersuchen, wurden die isolierten Kaninchenmyozyten auf 

Zellkulturschalen ausplattiert und unterschiedlich lang mit UcnII (100 nM; eine maximal 

wirksame Konzentration; Yang et al. 2006) inkubiert. 
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Abb. 3.1. Zeitabhängigkeit der Ucn-II-induzierten Akt-Phosphorylierung am Serin-473.  

(A) Western Blots mit Antikörpern gegen phosphoryliertes Akt (obere Bande, pAkt Ser473), Gesamt-Akt (mittlere 

Banden, Akt) und Gesamt-GAPDH (untere Banden). (B) Auftragung der densitometrisch ermittelten Werte für 

pAkt (Ser473) (helle Balken) und Akt (dunkle Balken). (C) Auftragung der Quotienten pAkt (Ser473)/Akt. (D) 

Zeitabhängigkeit der Ucn-II-induzierten Akt-Phosphorylierung am Serin-473 von isolierten Kaninchenmyozyten 

(MW±SEM, n=11), ∗ p<0,05 vs Kontrolle. (E) Zeitabhängigkeit der Ucn-II-vermittelten Akt-Expression (MW±SEM, 

n=6) 
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Abbildung 3.1A zeigt einen Original-Western-Blot. Die obere Bande zeigt die Färbung der 

Membran mit einem phosphospezifischen Antikörper gegen Akt (pAkt; 

Phosphorylierungsstelle Serin-473). In der mittleren Reihe wurde die Bande derselben 

Membran mit einem Antikörper gegen Akt gefärbt, der nicht zwischen phosphoryliertem und 

nicht-phosphoryliertem Protein unterscheidet und somit die Gesamtproteinmenge von Akt 

bestimmt. Die mittleren Gesamtproteinbanden waren nahezu gleich stark, d.h. dass die Akt-

Expression durch UcnII nicht verändert wurde. Die Phosphorylierung des Serin-473 dagegen 

variierte mit der Dauer der Ucn-II-Gabe. Die Phosphorylierung nahm zunächst mit steigender 

Inkubationsdauer zu. Nach 30 min wurde ein Maximum erreicht und nach 180 min sank die 

Phosphorylierung stark ab. 

Als Kontrolle wurde der untere Teil derselben Membran mit einem Antikörper gegen 

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) gefärbt. GAPDH, ein Enzym der 

Glykolyse, kommt ubiquitär in allen Geweben vor. Seine Expression wird kaum reguliert und 

dient daher bei Western-Blot-Untersuchungen als Kontrolle für die Proteinbeladung. Die 

GAPDH-Banden waren ebenfalls nahezu gleich stark, d.h. dass die GAPDH-Expression 

durch UcnII ebenfalls nicht beeinflusst wurde und dass die Proteinbeladung der einzelnen 

Proben gleichmäßig war. 

Die unterschiedlichen Schwärzungsgrade der Akt-Banden wurden densitometrisch erfasst 

und in Abb. 3.1B dargestellt. Man erkennt, dass der Gesamt-Akt-Gehalt (dunkle Balken) der 

einzelnen Proben etwa gleich groß war. Außerdem bestätigt sich, das UcnII zeitabhängig die 

Phosphorylierung von Akt am Serin-473 (helle Balken) steigerte. Zur Quantifizierung der 

Ucn-II-induzierten Phosphorylierung von Akt am Serin-473 wurde der Quotient (Abb. 3.1C) 

aus phosphoryliertem Akt zu Gesamt-Akt gebildet: pAkt (Ser473)/Akt. 

Abb. 3.1D fasst die Daten von 11 verschiedenen Experimenten (Isolierungen) zusammen. 

Um die Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Experimenten zu gewährleisten, wurden die 

relativen Änderungen des Phosphorylierungsgrades im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrolle aufgetragen. Es zeigte sich, dass die Ucn-II-Gabe zu einer zeitabhängigen 

Phosphorylierung von Akt führte. Schon nach 5 min war die Phosphorylierung von Akt 

signifikant auf 136±13% (n=9, p<0,05) erhöht. Nach 30 min wurde die maximale 

Phosphorylierung erreicht mit einem Wert von 189±21% (n=11, �p<0,01). Anschließend war 

die Phosphorylierung von Akt rückläufig und erreichte nach 180 min einen Wert von 

122±15% (n=11). Dieser Wert war nicht mehr signifikant unterschiedlich von der Kontrolle. In 

Abb. 3.1E werden die Daten der entsprechenden Akt-Expression dargestellt. Die relativen 

Änderungen des Expressionsgrades wurden im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle 

aufgetragen. Wie schon im Originalblot beispielhaft gezeigt, verdeutlichen die Mittelwerte, 

dass die Akt-Expression in Gegenwart von UcnII nahezu unverändert blieb. 
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3.1.2 Zeitabhängigkeit der Phosphorylierung von Akt am Threonin-308 nach 

Urocortin-II-Gabe  

 

Für diese Versuchsreihe wurden die Kaninchen-Ventrikelmyozyten für unterschiedliche 

Zeiten mit 100 nM UcnII behandelt. 

 

 

Abb. 3.2. Zeitabhängigkeit der Ucn-II-induzierten Akt-Phosphorylierung am Threonin-308.  

(A) Western-Blots mit Antikörpern gegen phosphoryliertes Akt (obere Bande, pAkt Thr308) und Gesamt-Akt 

(untere Banden, Akt). (B) Zeitabhängigkeit der Ucn-II-induzierten Akt-Phosphorylierung am Threonin-308 von 
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isolierten Kaninchenmyozyten (MW±SEM, n=6), ∗ p<0,05 vs Kontrolle. (C) Zeitabhängigkeit der Akt-Expression in 

Gegenwart von UcnII (MW±SEM, n=6) 

Abb. 3.2A zeigt einen Original-Western-Blot. Die obere Bande zeigt die Färbung mit einem 

phosphospezifischen Antikörper gegen Akt (pAkt; Phosphorylierungsstelle Threonin-308). In 

der unteren Reihe wurde die Bande mit einem Antikörper gegen Akt gefärbt, der die 

Gesamtproteinmenge von Akt bestimmt. Die untere Gesamtproteinbande waren nahezu 

gleich stark, d.h. dass die Akt-Expression durch UcnII nicht verändert wurde. Die 

Phosphorylierung des Threonin-308 dagegen veränderte sich mit der Dauer der Ucn-II-

Gabe. Die Phosphorylierung nahm zunächst mit steigender Inkubationsdauer zu. Nach 30 

min wurde ein Maximum erreicht und nach 180 min sank die Phosphorylierung stark ab.  

In Abb. 3.2B sind die Daten aus 6 verschiedenen Isolierungen zusammengefasst. Die 

relativen Änderungen des Phosphorylierungsgrades wurden auf die unbehandelte Kontrolle 

normiert. Die Ucn-II-Gabe führte zu zeitabhängigen Änderungen der Phosphorylierung am 

Threonin-308. Bereits nach 5 min wurde eine signifikante Erhöhung der Phosphorylierung 

am Threonin-308 auf 136±25% (n=6, p<0,05) nachgewiesen. Das Maximum der 

Phosphorylierung wurde nach 10 min mit einem Wert von 160±40% (n=6, p<0,05) erreicht. 

Anschließend war die Akt-Phosphorylierung am Threonin-308 rückläufig und erreichte nach 

180 min einen Wert von 124±15% (n=6, p<0,05). In Abbildung 3.2C sind die relativen 

Änderungen der Akt-Expression, normalisiert auf die unbehandelte Kontrolle, dargestellt. Es 

ist zu erkennen, dass in Gegenwart von UcnII die Akt-Expression unverändert blieb.  
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3.1.3 Zeitabhängigkeit der Phosphorylierung der eNOS am Serin-1177 nach 

Urocortin-II-Gabe  

 

Abb. 3.3. Zeitabhängigkeit der Ucn-II-induzierten eNOS-Phosphorylierung am Serin-1177.  

(A) Western-Blots mit Antikörpern gegen phosphorylierte eNOS (obere Bande, peNOS Ser1177) und Gesamt-

eNOS (untere Banden, eNOS). (B) Zeitabhängigkeit der Ucn-II-induzierten eNOS-Phosphorylierung am Serin-

1177 von isolierten Kaninchenmyozyten (MW±SEM, n=6), ∗ p<0,05 vs Kontrolle. (C) Zeitabhängigkeit der eNOS-

Expression in Gegenwart von UcnII (MW±SEM, n=6) 

Die Abb. 3.3A zeigt einen Original-Blot des eNOS-Proteins. Die obere Bande zeigt das 

phosphorylierte Protein (Phosphorylierungsstelle am Serin-1177). In der unteren Bande ist 
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das Gesamtprotein dargestellt. UcnII hatte keinen Einfluss auf die eNOS-Expression, d.h. die 

Gesamtproteinbanden waren etwa gleich stark. UcnII führte jedoch zu einer zeitabhängigen 

Phosphorylierung des Serins-1177. Ähnlich wie bei Akt nahm auch die Phosphorylierung von 

eNOS zunächst mit steigender Inkubationsdauer zu. Nach 30 min wurde ein Maximum 

erreicht, bevor nach 180 min eine deutliche Abnahme der Phosphorylierung auftrat. 

Abb. 3.3B fasst die Daten von 6 verschiedenen Experimenten zusammen. Die relativen 

Änderungen des Phosphorylierungsgrades wurden normiert auf die unbehandelte Kontrolle 

aufgetragen. Es zeigte sich, dass die Ucn-II-Gabe zu einer zeitabhängigen Phosphorylierung 

der eNOS führte. Schon nach 5 min war die Phosphorylierung der eNOS signifikant auf 

138±17% (n=6, p<0,05) erhöht. Nach 30 min wurde die maximale Phosphorylierung erreicht 

mit einem Wert von 150±26% (n=6, p<0,01). Anschließend war die Phosphorylierung der 

eNOS rückläufig und erreichte nach 180 min einen Wert von 120±19% (n=6). Dieser Wert 

war nicht mehr signifikant unterschiedlich von der Kontrolle. Abb. 3.3C stellt die 

entsprechenden Daten der eNOS-Expression in Gegenwart von UcnII dar. Die relativen 

Änderungen der Expression wurden auf die unbehandelte Kontrolle normiert. Es ist zu 

erkennen, dass die Expression der eNOS durch UcnII nicht beeinflusst wurde. 

 

Das Maximum der Akt-Phosphorylierung am Serin-473 und am Threonin-308 wurde nach 

10-30 min erreicht. Ebenso wie die Phosphorylierung am Akt wurde das Maximum der 

Phosphorylierung der eNOS am Serin-1177 nach 30 min erreicht. 

In den folgenden Versuchen, die zum Ziel hatten, die an der Phosphorylierung von Akt und 

eNOS beteiligten Proteinkinasen zu identifizieren, wurden die Ventrikelmyozyten daher 

immer für 30 min mit 100 nM UcnII behandelt. 

 

 

3.1.4 Einfluss der Proteinkinase-Hemmstoffe Wortmannin, LY294002 und H89 auf 

die Ucn-II-induzierte Phosphorylierung von Akt und eNOS 

 

Für diese Versuchsreihe wurden die Kaninchenzellen für je 30 min mit verschiedenen 

Proteinkinase-Hemmstoffen behandelt und anschließend für 30 min mit UcnII inkubiert. 

Außerdem wurde je Versuchsreihe eine Kulturschale nur mit UcnII behandelt (ohne 

Proteinkinasehemmstoff) und eine blieb unbehandelt (Kontrolle). 
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3.1.4.1 Wirkung der PI3K-Hemmstoffe Wortmannin und LY294002 auf die Ucn-II-

induzierte Akt-Phosphorylierung am Serin-473 
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Abb. 3.4. Wirkungen der PI3K-Hemmstoffe Wortmannin und LY294002 auf die Ucn-II-induzierte Akt-

Phosphorylierung am Serin-473.  

(A) Western-Blots mit Antikörpern gegen phosphoryliertes Akt (obere Bande, pAkt Ser473), Gesamt-Akt (mittlere 

Banden, Akt) und Gesamt-GAPDH (untere Banden). (B) Auftragung der densitometrisch ermittelten Werte für 

pAkt-Ser473 (helle Balken) und Akt (dunkle Balken). (C) Auftragung der Quotienten pAkt (Ser473)/Akt. (D) 

Wirkungen der PI3K-Hemmstoffe Wortmannin und LY294002 auf die Ucn-II-induzierte Akt-Phosphorylierung am 

Serin-473 von isolierten Kaninchenmyozyten (MW±SEM, n=20), ∗ p<0,05 vs UcnII. 

In der Abb. 3.4A ist ein Original-Western-Blot von pAkt-Ser473 (oben) und Gesamt-Akt 

(Mitte) in An- und Abwesenheit der PI3K-Hemmstoffe Wortmannin und LY294002 dargestellt. 

Ucn-II-induzierte obere Bande zeigt deutliche Unterschiede im Phosphorylierungsgrad von 

Akt am Serin-473. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle erhöhte UcnII die Akt-

Phosphorylierung am Serin-473. Die PI3K-Hemmstoffe Wortmannin (300 nM) und LY294002 

(10 μM) dagegen verminderten die Ucn-II-induzierte Akt-Phosphorylierung am Serin-473 

stark. Die Gesamt-Akt-Banden weisen ein nahezu einheitliches Bild auf. 

Der densitometrisch ermittelte Proteingehalt von pAkt-Ser473 und Akt ist in Form eines 

Balkendiagramms in Abb. 3.4B dargestellt. Diese Auftragung bestätigt, dass der Gesamt-

Akt-Gehalt der verschiedenen Proben etwa gleich groß war und dass die Blockade der PI3K 

durch Wortmannin und LY294002 die Ucn-II-induzierte Akt-Phosphorylierung am Serin-473 

verringerte.  

Die relativen Änderungen des Phosphorylierungsgrades von Akt (pAkt-Ser473/Akt) des oben 

gezeigten Western Blots, normiert auf die Kontrolle (K), sind in Abb. 3.4C wiedergegeben. 

In Abb. 3.4D sind die Ergebnisse der Phosphorylierung der Akt am Serin-473 aus 20 

verschiedenen Isolierungen zusammengefasst. Die relativen Änderungen der Akt-Ser473-

Phosphorylierung wurden normiert auf die Kontrolle aufgetragen. UcnII steigerte die Akt-



3 Ergebnisse  49 

Phosphorylierung am Serin-473 auf 173±12% (n=20, p<0,01). Die PI3K-Hemmstoffe 

Wortmannin und LY294002 führten zu einer deutlich verminderten Phosphorylierung der Akt 

am Serin-473. In Gegenwart von Wortmannin betrug die Phosphorylierung 96±9% (n=20, # 

p<0,01) und in Gegenwart von LY294002 139±11% (n=11, # p<0,05) der Kontrolle. Beide 

Pharmaka führten damit zu einer signifikanten Reduktion der Ucn-II-induzierten Akt-

Phosphorylierung am Ser-473. 

 

 

3.1.4.2 Wirkung der Proteinkinase-Hemmstoffe Wortmannin und H89 auf die Ucn-II-

induzierte Akt-Phosphorylierung am Serin-473 

 

Abb. 3.5. Wirkungen der Proteinkinase-Hemmstoffe Wortmannin und H89 auf die Ucn-II-induzierte Akt-

Phosphorylierung am Serin-473.  

(A) Western-Blots mit Antikörpern gegen phosphoryliertes Akt (obere Bande, pAkt Ser473), Gesamt-Akt (untere 

Banden, Akt). (B) Wirkungen der Proteinkinase-Hemmstoffe Wortmannin und H89 auf die Ucn-II-induzierte Akt-
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Phosphorylierung am Serin-473 von isolierten Kaninchenmyozyten (MW±SEM, n=9), ∗ p<0,05 vs Kontrolle, # 

p<0,05 vs UcnII. 

In der Abb. 3.5.A ist ein Original-Western-Blot von pAkt-Ser473 (oben) und Gesamt-Akt 

(unten) in An- und Abwesenheit des PI3K-Hemmstoffes Wortmannin und des PKA-

Hemmstoffes H89 dargestellt. Die Ucn-II-induzierte obere Bande zeigt deutliche 

Unterschiede im Phosphorylierungsgrad von Akt am Serin-473. Im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrolle erhöhte UcnII die Akt-Phosphorylierung am Serin-473. In 

Gegenwart des PKA-Hemmstoffes H89 (5 µM) war die Phosphorylierung am Serin-473 nicht 

verändert. Der PI3K-Hemmstoff Wortmannin (300 nM) dagegen verminderte die Ucn-II-

induzierte Akt-Phosphorylierung stark. Die Gesamt-Akt-Banden wiesen ein nahezu 

einheitliches Bild auf. 

In Abb. 3.5B sind die Ergebnisse der Phosphorylierung von Akt am Serin-473 aus 9 

verschiedenen Isolierungen zusammengefasst. Die relativen Änderungen der Akt-Ser473-

Phosphorylierung wurden normiert auf die Kontrolle aufgetragen. Die Akt-Phosphorylierung 

am Serin-473 wurde in Gegenwart von UcnII auf 164±12% (n=9, p<0,01) gesteigert. In 

Gegenwart des PKA-Hemmstoffes H89 blieb die Ucn-II-induzierte Akt-Ser473-

Phosphorylierung unverändert hoch bei 169±8% (n=9). Der Proteinkinase-Hemmstoff 

Wortmannin dagegen führte zu einer deutlich verminderten Phosphorylierung der Akt am 

Serin-473 auf 95±13% (n=9, # p<0,01).  
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3.1.4.3 Wirkung der Proteinkinase-Hemmstoffe Wortmannin und H89 auf die Ucn-II-

induzierte Akt-Phosphorylierung am Threonin-308 

 

Abb. 3.6. Wirkungen von Wortmannin und H89 auf die Ucn-II-induzierte Akt-Phosphorylierung am 

Threonin-308.  

(A) Western-Blot mit Antikörpern gegen phosphoryliertes Akt (obere Bande, pAkt Thr308) und Gesamt-Akt (untere 

Banden, Akt). (B) Wirkungen der Proteinkinase-Hemmstoffe Wortmannin und H89 auf die Ucn-II-induzierte Akt-

Phosphorylierung am Threonin-308 von isolierten Kaninchenmyozyten (MW±SEM, n=15), ∗ p<0,05 vs Kontrolle, 

# p<0,05 vs UcnII. 

In der Abb. 3.6A ist ein Original-Western-Blot von pAkt-Thr308 (oben) und Gesamt-Akt 

(unten) in An- und Abwesenheit der Proteinkinase-Hemmstoffe Wortmannin und H89 

dargestellt. Der Western-Blot verdeutlicht ebenfalls die unterschiedliche Wirkung der beiden 

Hemmstoffe auf die Ucn-II-induzierte Akt-Phosphorylierung am Threonin-308. Die obere 

Bande zeigt deutliche Unterschiede im Phosphorylierungsgrad von Akt am Threonin-308. Im 

Vergleich zur unbehandelten Kontrolle erhöht UcnII die Phosphorylierung am Threonin-308. 
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Ähnlich wie beim Serin-473 führt H89 zu keiner Änderung der Akt-Phosphorylierung am 

Threonin-308 nach Gabe von UcnII. Wortmannin hingegen führte zu einer deutlichen 

Abnahme der Akt-Phosphorylierung am Threonin-308.  

In Abb. 3.6B sind die Ergebnisse der Phosphorylierung von Akt am Threonin-308 aus 15 

verschiedenen Experimenten aufgeführt. Auch hier wurden die relativen Änderungen der 

Akt-Phosphorylierung am Threonin-308 normiert auf die Kontrolle aufgetragen. Es wird 

deutlich, dass UcnII die Akt-Phosphorylierung am Threonin-308 auf 139±12% (n=15, p<0,01) 

steigert. In Gegenwart des Kinasehemmstoffes H89 blieb die Ucn-II-induzierte Akt-

Phosphorylierung am Threonin-308 unverändert hoch bei 150±12% (n=14, p<0,01). Im 

Gegensatz zu H89 dagegen führte Wortmannin zu einer deutlich verminderten 

Phosphorylierung der Akt am Threonin-308. Es wurde ein Wert von 82±6% (n=15, # 

p<0,0005) erreicht.  

 

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse den Schluss zu, dass UcnII über Stimulierung der 

PI3K die Akt-Phosphorylierung sowohl am Serin-473 als auch am Threonin-308 erhöht. Die 

Stimulierung des PKA-Signalweges ist nicht an der Akt-Phosphorylierung am Serin-473 und 

Threonin-308 beteiligt. 
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3.1.4.4 Wirkung der Proteinkinase-Hemmstoffe Wortmannin und H89 auf die Ucn-II-

induzierte eNOS-Phosphorylierung am Serin-1177 

 

Abb. 3.7. Wirkungen von Wortmannin und H89 auf die Ucn-II-induzierte eNOS-Phosphorylierung am Serin-

1177.  

(A) Western-Blot mit Antikörpern gegen phosphorylierte eNOS (obere Bande, peNOS Ser1177), Gesamt-eNOS 

(untere Banden, eNOS). (B) Wirkungen der Proteinkinase-Hemmstoffe Wortmannin und H89 auf die Ucn-II-

induzierte eNOS-Phosphorylierung am Serin-1177 von isolierten Kaninchenmyozyten (MW±SEM, n=12), ∗ p<0,05 

vs Kontrolle, # p<0,05 vs UcnII. 

Ein Originalblot zur Darstellung der Wirkung von Wortmannin und H89 auf die Ucn-II-

induzierte eNOS-Phosphorylierung am Serin-1177 ist in Abb. 3.7A dargestellt. Es ist zu 

erkennen, dass UcnII die eNOS-Phosphorlierung erhöhte und dass beide Blocker die Ucn-II-

induzierte eNOS-Phosphorylierung verminderten. 

In Abb. 3.7B sind die Mittelwerte des Quotienten peNOS (Ser1177)/eNOS als 

Balkendiagramm dargestellt. Hier wurden die relativen Änderungen der eNOS-

Phosphorylierung bezogen auf die Kontrolle aufgetragen. UcnII bewirkte eine Steigerung der 

eNOS-Phosphorylierung am Serin-1177 auf 174±16% (n=12, p<0,05). In Gegenwart von 

H89 wurde die Ucn-II-induzierte eNOS-Phosphorylierung auf 109±15% (n=11, # p<0,05) 
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vermindert. Wortmannin reduzierte ebenfalls die Ucn-II-induzierte eNOS-Phosphorylierung 

am Serin-1177 auf einen Wert von 101±12% (n=12, # p<0,05). 

 

Da sowohl Wortmannin als auch H89 die Ucn-II-induzierte eNOS-Phosphorylierung am 

Serin-1177 verminderten, deuten die Ergebnisse darauf hin, dass sowohl der PKA-

Signalweg als auch der PI3K-Akt-Signalweg an der eNOS-Phosphorylierung beteiligt ist. 

 

 

3.2 Funktionelle Untersuchung zur Urocortin-II-induzierten Stimulierung der 

zellulären NO-Produktion und fraktionellen Verkürzung in Kaninchen-

Ventrikelmyozyten  

 

Der in den vorangegangenen Untersuchungen erbrachte Nachweis einer Ucn-II-induzierten 

Phosphorylierung der eNOS am Serin-1177 ließ vermuten, dass die eNOS-Aktivität und 

damit die zelluläre NO-Produktion durch UcnII gesteigert wird. Um diese Hypothese zu 

überprüfen, wurde im Folgenden die zelluläre NO-Produktion mit Hilfe der konfokalen 

Lasermikroskopie und eines NO-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffs direkt gemessen. Für diese 

Versuchsreihen wurden die isolierten Ventrikelmyozyten auf Glasbodenschälchen 

ausplattiert und je nach Versuchsprotokoll mit UcnII in An- und Abwesenheit verschiedener 

pharmakologischer-Hemmstoffe behandelt.  
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3.2.1 Zeitabhängigkeit der Ucn-II-induzierten NO-Bildung 

 

Abb. 3.8. Originalabbildungen zweier Zellen, beladen mit dem NO-Indikator DAF-FM, in Ab- und 

Anwesenheit von UcnII.  

(A) Originalabbildungen einer Zelle ohne Gabe von UcnII (Kontrolle). Dargestellt ist die Hintergrund-korrigierte 

Fluoreszenz (F) über einen Zeitraum von 20 min. Die Fluoreszenz bleibt im blau bis blau-violetten Bereich (B) 

Abbildungen einer Zelle in Gegenwart von UcnII zu den Zeitpunkten 0, 4, 8, 12, 16 und 20 min nach Ucn-II-Gabe. 

Auf der linken Seite (a) ist die Hintergrund-korrigierte Fluoreszenz (F) dargestellt. Auf der rechten Seite (b) ist die 

normierte Fluoreszenz, F/F0, (normiert auf den Wert bei t=0 min) dargestellt. Die Fluoreszenz bzw. F/F0 steigt von 

blau (F=50, bzw. F/F0 =1) über gelb (F=95, bzw. F/F0 =1,7) zu weiß (F=125, bzw. F/F0 =2) an. 

Für diese Versuchsreihe wurden die ausplattierten Kaninchenzellen mit dem NO-sensitiven 

Farbstoff DAF-FM beladen und über einen Zeitraum von 20 min mit UcnII (100 nM) 

behandelt. Als Maß für die zelluläre NO-Produktion diente die Änderung der DAF-FM-

Fluoreszenz. Originalabbildungen von zwei Zellen sind in Abb. 3.8 dargestellt. Unter A 

(rechtes Bild) ist eine Zelle ohne Ucn-II-Gabe dargestellt. Sie diente als Kontrolle. Es ist zu 

erkennen, dass in der Zelle während verschiedener Messzeitpunkte nach 4, 8, 16 und 20 

min keine Veränderungen der DAF-FM-Fluoreszenz auftraten. Dies lässt den Schluß zu, 

dass die zelluläre NO-Produktion ohne Ucn-II-Intervention nicht verändert wird. Auf der 

linken Bildseite (3.8B) ist eine andere Zelle während der Ucn-II-Behandlung nach 0, 4, 8, 12, 

16 und 20 min zu sehen. Abb. 3.8Ba zeigt die Hintergrund-korrigierte Fluoreszenz (F), 

wohingegen Abb. 3.8Bb die normierte Fluoreszenz, F/F0, darstellt. Es ist erkennbar, dass die 

DAF-FM-Fluoreszenz über den Zeitraum von 20 min kontinuierlich zunahm. Dies lässt den 

Schluss zu, dass UcnII die zelluläre NO-Produktion steigerte.  
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Abb. 3.9. Ucn-II-Wirkung auf die NO-Produktion und die fraktionelle Verkürzung.  

(A) Normierte DAF-FM-Fluoreszenzdaten (F/F0) als Maß für Änderungen der [NO]i nach Ucn-II-Gabe (schwarze 

Kreise; MW±SEM, n=20) und nach Gabe von Tyrodelösung (weiße Kreise; MW±SEM, n=12), ∗ p<0,01 vs 

Kontrolle, # p<0,05 vs UcnII. (B) Fraktionelle Verkürzung (%) nach Ucn-II-Gabe normalisiert auf den Wert vor 

Ucn-II-Applikation (t=0min, schwarze Kreise, MW±SEM, n=12) und nach Gabe von Tyrodelösung (weiße Kreise, 

MW±SEM, n=9), ∗ p<0,05 vs t=0 min‚ # p<0,05 vs UcnII.  

Abb. 3.9A gibt die normalisierten DAF-FM-Fluoreszenzdaten, die ein Maß für Änderungen 

der NO-Bildung darstellen, als Funktion der Zeit nach Ucn-II-Gabe wieder. In der Abbildung 

sind zwei verschiedene Kurven aufgetragen. Die obere Kurve (schwarze Kreise) zeigt die 

DAF-FM-Fluoreszenz über einen Zeitraum von 20 min nach Gabe von 100 nM UcnII (20 

Zellen aus 7 verschiedenen Isolierungen). Die untere Kurve (weiße Kreise) dagegen zeigt 

die DAF-FM-Fluoreszenz ohne Intervention (12 Zellen aus 6 verschiedenen Isolierungen). 

Sie dient als Kontrolle. Man erkennt, dass bereits 4 min nach der Ucn-II-Gabe die NO-
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Produktion signifikant erhöht war. Die NO-Produktion stieg kontinuierlich weiter an und 

erlangte nach 20 min einen Wert von 141±5% (∗ p<0,01). Im Gegensatz dazu nahm die 

DAF-FM-Fluoreszenz in Abwesenheit von UcnII nicht zu, sondern geringfügig ab. Nach 20 

min war die Fluoreszenz um 7% zurückgegangen auf 93±4% (# p<0,01) des 

Ausgangswertes. Diese Abnahme der DAF-FM-Fluoreszenz ist vermutlich auf ein Bleichen 

des Farbstoffs und/oder einen Export des Farbstoffs durch membranständige Transporter 

zurückzuführen. 

In Abb. 3.9B sind die Daten für die fraktionelle Verkürzung der entsprechenden Zellen 

dargestellt. Man erkennt, dass die fraktionelle Verkürzung nach Ucn-II-Gabe zeitverzögert 

zur DAF-FM-Fluoreszenz anstieg. 4 min nach Ucn-II-Gabe blieb die Verkürzung nahezu 

unverändert. Erst 8 min nach der Ucn-II-Gabe stieg die Verkürzung signifikant auf 114±2% 

(∗ p<0,05, MW±SEM, von 12,9±0,6% auf 15,1±1,1%) des Ausgangswertes an und erreichte 

nach 12 min ein Maximum mit einem Anstieg auf 142±6% (∗p<0,01, MW±SEM, von 

12,9±0,6% auf 18,8±0,8%). Anschließend blieb die fraktionelle Verkürzung nahezu 

unverändert bei ∼135-140% des Ausgangswertes. Im Gegensatz dazu stieg die fraktionelle 

Verkürzung in Abwesenheit von UcnII nicht an, sondern nahm kontinuierlich ab auf 78±1% 

(MW±SEM 16,5±2,6% auf 11,9±1,8%) des Ausgangswertes nach 20 min. 

 

 

3.2.2 Wirkungen verschiedener Hemmstoffe auf die Ucn-II-induzierte NO-Bildung 

 

Anhand der Western-Immunoblots konnte gezeigt werden, dass UcnII die eNOS-

Phosphorylierung am Serin-1177 erhöht. Auf diesen Erkenntnissen beruhend wurden in den 

folgenden Versuchsreihen die Wirkungen der eNOS-Blocker (L-NAME und L-NIO), sowie die 

Doppelblockade der PKA (H89) und der PI3K (LY294002) auf die Ucn-II-induzierte NO-

Bildung untersucht. 
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3.2.2.1 Die Wirkung von L-NIO auf die Ucn-II-induzierte NO-Bildung 

 

Abb. 3.10. Originalabbildungen eines Kaninchen-Ventrikelmyozyten nach Vorinkubation mit L-NIO (a), 

nach 20-minütiger Ucn-II-Gabe (b) und nach 10-minütiger SNO-Gabe (c).  

Die Hintergrund-korrigierte Fluoreszenz (F) nimmt von blau-violett (F=160) nach gelb-weiß (F=310) zu. 

Die Kaninchen-Ventrikelmyozyten wurden für 30 min mit L-NIO (10 μM), einem eNOS-

Hemmstoff, vorinkubiert, und anschließend erfolgte die Applikation von UcnII. Abb. 3.10 zeigt 

Originalregistrierungen der DAF-FM-Fluoreszenz einer Zelle. Das obere Bild (3.10a) zeigt die 

Zelle nach der 30-minütigen Vorinkubation mit L-NIO und direkt vor der Applikation von UcnII 

(t=0 min). Die Kaninchenzelle ist nahezu homogen mit dem Farbstoff DAF-FM beladen. Das 

mittlere Bild (3.10b) zeigt die Zelle 20 min nach der Ucn-II-Gabe. Die Zelle erscheint etwas 

heller im Vergleich zum Zeitpunkt Null, d.h. die DAF-FM-Fluoreszenz hat sich unter UcnII 

kaum verändert, anstatt, wie üblich, stark zuzunehmen (vgl. Abb. 3.8, S. 55). Das untere Bild 

(3.10c) zeigt die Zelle 10 min nach der zusätzlichen Gabe des NO-Donors SNO (100 μM). 

Man sieht, dass die Fluoreszenz deutlich zugenommen hat. Dies verdeutlicht, dass die 

fehlende NO-Bildung nach der Ucn-II-Applikation nicht darauf zurückzuführen ist, dass DAF-

FM nicht reaktiv war, sondern dass L-NIO die Ucn-II-induzierte NO-Bildung unterdrückte.  
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Abb. 3.11. Wirkung von UcnII in Gegenwart von L-NIO auf die NO-Bildung und die fraktionelle Verkürzung 

im Vergleich zu UcnII allein.  

(A) Normierte DAF-FM-Fluoreszenzdaten (F/F0) als Maß für Änderungen der [NO]i nach Ucn-II-Gabe (schwarze 

Kurve, MW±SEM, n=20) und nach Ucn-II-Gabe in Gegenwart von L-NIO (blaue Kurve; MW±SEM, n=8), ∗ p<0,05 

vs t=0 min, # p<0,01 vs UcnII, § p<0,05 vs 20 min UcnII. (B) Daten der fraktionellen Verkürzung (%) in Gegenwart 

von UcnII normalisiert auf den Wert vor Ucn-II-Applikation (t=0min, schwarze Kurve; MW±SEM, n=12) und Ucn-II-

Gabe nach L-NIO-Inkubation (blaue Kurve; MW±SEM, n=6)∗ p<0,05 vs t=0min, # p<0,01 vs UcnII.  

Abb. 3.11A fasst die Fluoreszenzdaten von 8 Zellen zusammen. Die untere Kurve (blau) 

stellt die Ucn-II-Wirkung auf die NO-Bildung in Gegenwart des eNOS-Hemmstoffes L-NIO 

dar. Die obere Kurve (schwarz) zeigt die Ucn-II-induzierte NO-Produktion in Abwesenheit 

von L-NIO (Daten wie in Abb. 3.9, S. 5). Die Abbildung verdeutlicht, dass die Blockade der 

eNOS durch L-NIO zu einer signifikanten Verminderung der Ucn-II-induzierten NO-Bildung 

führte. Nach 20 min UcnII betrug die DAF-FM-Fluoreszenz unter L-NIO nur 110±4% (# 
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p<0,01) im Vergleich zu 141±5% in Abwesenheit von L-NIO. Die Ergebnisse zeigen, dass L-

NIO eine signifikante Reduktion der Ucn-II-induzierten NO-Bildung bewirkte.  

In 3.11B sind die entsprechenden Daten der fraktionellen Verkürzung gegen die Zeit nach 

Ucn-II-Gabe aufgetragen. Die untere Kurve (blau) zeigt die Daten in Gegenwart von L-NIO, 

die obere Kurve (schwarz) die Daten in Abwesenheit von L-NIO. In Gegenwart von L-NIO 

blieb die fraktionelle Verkürzung nach Ucn-II-Gabe nahezu konstant bei einem Wert um 

103±4% des Ausgangswertes nach 20 min (MW±SEM, von 14,8±0,1% auf 15,3±0,9%; n=6). 

In Abwesenheit von L-NIO hingegen erreichte die fraktionelle Verkürzung 20 min nach Ucn-

II-Gabe einen Wert von 136±6% (∗ p<0,01 vs t=0min, MW±SEM, von 12,9±0,6% auf 

17,4±1,1%; n=12). Ebenso wie die NO-Bildung wurde die Ucn-II-induzierte Zunahme der 

fraktionellen Verkürzung durch L-NIO gehemmt. 

 

 

3.2.2.2 Die Wirkungen der eNOS- und Proteinkinase-Hemmstoffe auf die Ucn-II-

induzierte NO-Bildung und die fraktionelle Verkürzung 
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Abb. 3.12. Die Wirkungen der eNOS- und Proteinkinase-Hemmstoffe auf die Ucn-II-induzierte NO-

Produktion und die fraktionelle Verkürzung. 

(A) Normierte DAF-FM-Fluoreszenzdaten (F/F0) als Maß für Änderungen der [NO]i nach Ucn-II-Gabe und nach 

Vorinkubation verschiedener Hemmstoffe (MW±SEM), ∗ p<0,05 vs Kontrolle, # p<0,05 vs UcnII. (B) Fraktionelle 

Verkürzung (%) nach Ucn-II-Gabe und in Gegenwart verschiedener Hemmstoffe normalisiert auf den Wert vor 

Ucn-II-Applikation (MW±SEM), ∗ p<0,05 vs Kontrolle‚ # p<0,05 vs UcnII.  

In Abb. 3.12 sind die normierten Daten der DAF-FM-Fluoreszenz und der fraktionellen 

Verkürzung nach Ucn-II-Applikation (20 min) und in Ab- und Anwesenheit verschiedener 

Hemmstoffe in einem Balkendiagramm dargestellt.  

Unter (A) sind die DAF-FM-Fluoreszenzdaten in Prozent (%) aufgetragen. Der schwarze 

Balken (n=12 aus 5 Isolierungen) zeigt die Mittelwerte nach Applikation von Tyrodelösung 

und dient als Kontrolle. Über einen Zeitraum von 20 min nach Gabe von Tyrodelösung wurde 

die NO-Bildung gemessen. Man kann erkennen, dass nach der Applikation von 

Tyrodelösung die DAF-FM-Fluoreszenz nicht anstieg, es kam sogar zu einer geringfügigen 

Abnahme, ähnlich wie in unbehandelten Zellen (vgl. Abb. 3.9). 20 min nach der Gabe von 

Tyrodelösung betrug die DAF-FM-Fluoreszenz 93±4% (n=12) des Ausgangswertes. Der 

graue Balken stellt die Mittelwerte der Ucn-II-induzierten Änderung der DAF-FM-Fluoreszenz 

nach 20 min dar. Es ist zu erkennen, dass die DAF-FM-Fluoreszenz nach Ucn-II-Applikation 

signifikant gesteigert wurde auf einen Wert von 141±6% (∗ p<0,01; n=20). In Gegenwart der 

verschiedenen Hemmstoffe wurde jedoch die Ucn-II-induzierte Steigerung der DAF-FM-

Fluoreszenz signifikant gesenkt. Der blaue Balken zeigt den Ucn-II-induzierten Anstieg der 

DAF-FM-Fluoreszenz nach Inkubation mit L-NIO, einem eNOS-Hemmstoff. Es ist zu 
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erkennen, das die Blockade durch L-NIO zu einer signifikanten Abnahme der DAF-FM-

Fluoreszenz um ~30% auf 110±4% (# p<0,01, n=8 aus 2 Isolierungen) nach 20 min führte. 

Ebenso führte auch die Blockade der eNOS durch L-NAME (roter Balken) zu einer 

signifikanten Abnahme der Ucn-II-induzierten Steigerung der DAF-FM-Fluoreszenz um ~33% 

auf 108±4% (# p<0,05, n=4). Die Doppelblockade der PKA durch H89 und der PI3K durch 

LY294002 führte ebenfalls zu einer signifikanten Verminderung der Ucn-II-induzierten NO-

Produktion um ~20% auf 121±2% (# p<0,01, n=10 aus 3 Isolierungen). 

Unter (B) sind die normalisierten Daten der fraktionellen Verkürzung aufgetragen. In 

Gegenwart von Tyrodelösung (schwarzer Balken) nahm die fraktionelle Verkürzung über 

einen Zeitraum von 20 min um ca. 22% ab auf 78±1% (MW±SEM, von 31,6±10,2% auf 

21,7±8,6%; n=9). Nach Applikation von UcnII dagegen wurde nach 20 min ein Anstieg auf 

136±6% (MW±SEM, von 12,9±0,6% auf 17,4±1,1%; n=12) erreicht. In Gegenwart der 

Hemmstoffe wurde die fraktionelle Verkürzung jeweils signifikant vermindert. Die Blockade 

der eNOS durch L-NIO führt zu keiner Steigerung der fraktionellen Verkürzung (104±4%, # 

p<0,01; MW±SEM, von 14,8±1,0% auf 15,3±0,9%; n=6). Die Blockade durch L-NAME führt 

zu einer ähnlichen Abnahme der fraktionellen Verkürzung und erreichte einen Wert von 

77±8% (# p<0,01; MW±SEM, von 12,0±0,9% auf 10,9±2,4%; n=4). Ebenso wie die Blockade 

der eNOS führte auch die Doppelblockade der PKA und der PI3K zu einer signifikanten 

Abnahme der fraktionellen Verkürzung auf 94±6% (# p<0,05; MW±SEM, von 9,4±1,2% auf 

10,3±1,3%; n=7).  

Die Daten zeigen, dass die Blockade der eNOS durch L-NIO und L-NAME sowie die 

Doppelblockade der PKA durch H89 und der PI3K durch LY294002 nicht nur die Ucn-II-

induzierte Zunahme der DAF-FM-Fluoreszenz, sondern auch den Anstieg der fraktionellen 

Verkürzung verringerten. 

 

 

3.2.3 Funktionelle Untersuchung der Ucn-II-Wirkung auf die NO-Produktion und 

die fraktionelle Verkürzung in unterschiedlichen Spezies  

 

Anhand der oben beschriebenen Methoden konnten wir nachweisen, dass UcnII über den 

PI3K/Akt-Signalweg und über den PKA-Signalweg eine erhöhte NO-Bildung hervorruft.  

Im Folgenden interessierte uns, ob ein ähnlicher Effekt auf die NO-Produktion und die 

fraktionelle Verkürzung in unterschiedlichen Spezies zu beobachten war. 
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Abb. 3.13. Die Wirkungen von UcnII auf die NO-Produktion und die fraktionelle Verkürzung in 

verschiedenen Spezies.  

(A) Normierte DAF-FM-Fluoreszenzdaten (F/F0) als Maß für Änderungen der [NO]i nach Ucn-II-Gabe (MW±SEM), 

∗ p<0,05 vs Kaninchen-Ventrikel. (B) Fraktionelle Verkürzung (%) nach Ucn-II-Gabe normalisiert auf 100% vor 

Ucn-II-Applikation (MW±SEM), ∗ p<0,05 vs Kaninchen-Ventrikel.  

In Abb. 3.13A sind die Mittelwerte der DAF-FM-Fluoreszenz nach 20-minütiger Ucn-II-

Applikation in verschiedenen Spezies zum Vergleich in einem Balkendiagramm aufgetragen. 

Der schwarze Balken zeigt die Ucn-II-Wirkung auf die DAF-FM-Fluoreszenz in Kaninchen-

Ventrikelmyozyten. Wie schon in Abb. 3.9A gezeigt, wurde in Gegenwart von UcnII die 

Fluoreszenz von DAF-FM signifikant gesteigert auf 141±5% (n=20, Daten wie in Abb. 3.9, S. 

56). Ebenso wie im Kaninchen-Ventrikel wurde auch in Vorhofmyozyten von Kaninchen 

(grauer Balken) die DAF-FM-Fluoreszenz durch UcnII in einem ähnlichen Ausmaß gesteigert 

und erreichte einen Wert von 135±7% (n=12). Die Ucn-II-induzierte Steigerung der DAF-FM-
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Fluoreszenz wurde, wie im Kaninchen, auch in weiteren Säugetierspezies beobachtet. In 

Mausventrikelmyozyten (grüner Balken) ist zu erkennen, dass die Ucn-II-Wirkung auf die 

DAF-FM-Fluoreszenz signifikant stärker ausfällt als im Kaninchen-Ventrikel. Es wurde ein 

Wert von 170±9% (∗ p<0,01 vs Kaninchen-Ventrikel, n=5) erreicht. Der Ucn-II-induzierte 

Anstieg der DAF-FM-Fluoreszenz in Ratten- und humanen Ventrikelmyozyten fiel ähnlich 

hoch aus wie in Kaninchen-Ventrikelzellen. In Ratten-Ventrikelmyozyten wurde ein Wert von 

135±11% (n=5) erreicht. Der Anstieg der DAF-FM-Fluoreszenz in Ratten-Ventrikelzellen 

verlief signifikant langsamer als im Kaninchen-Ventrikel. In humanen Ventrikelmyozyten 

wurde ein Wert von 137±4% (n=4) erreicht. 

In Abb. 3.13B sind die entsprechenden Daten der fraktionellen Verkürzung aufgetragen. Es 

ist zu erkennen, dass in Gegenwart von UcnII die fraktionelle Verkürzung nur in Kaninchen- 

und Maus-Ventrikelmyozyten gesteigert wurde. In Kaninchen-Ventrikelmyozyten (schwarzer 

Balken) wurde für die fraktionelle Verkürzung ein Wert von 136±6% (∗ p<0,01 vs Kontrolle; 

MW±SEM, von 13,5±0,6% auf 17,4±1,1%; n=12) erreicht. In Maus-Ventrikelmyozyten 

(grüner Balken) wurde ein Anstieg der fraktionellen Verkürzung auf 168±70% (MW±SEM, 

8,7±2,4% auf 12,0±1,9%; n=4) beobachtet. Im Kaninchen-Vorhof dagegen wurde jedoch 

keine Veränderung der fraktionellen Verkürzung beobachtet. Es kam sogar zu einer 

Abnahme der fraktionellen Verkürzung über einen Zeitraum von 20 min auf 89±15% 

(MW±SEM, von 16,0±12,9% auf 12,9±1,9%; n=9). In Ratten- und humanen 

Ventrikelmyozyten wurden wie im Kaninchen-Vorhof keine Veränderungen der fraktionellen 

Verkürzung beobachtet. In Ratten-Ventrikelzellen wurde ein Wert von 107±4% (MW±SEM, 

von 7,0±2,2% auf 7,9±2,1%; n=4) erreicht. In humanen Ventrikelzellen wurde ein ähnlicher 

Wert von 97±9% (MW±SEM, von 8,5±0,5% auf 8,3±1,1%; n=3) beobachtet.  

 

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse den Schluss zu, dass UcnII in verschiedenen 

Spezies wie Maus, Ratte und Mensch eine Steigerung der NO-Produktion anregt, ebenso 

wie in Kaninchen.  

Eine Zunahme der fraktionellen Verkürzung unter UcnII dagegen wurde neben den 

Kaninchen-Ventrikelzellen nur noch in Maus-Ventrikelmyozyten beobachtet. In den humanen 

und Ratten-Ventrikelmyozyten, sowie den Kaninchen-Vorhofzellen kam es unter UcnII zu 

keiner Änderung der fraktionellen Verkürzung. 
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4 Diskussion 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen an isolierten Kaninchen-

Ventrikelmyozyten durchgeführt. Isolierte Myozyten bieten den Vorteil, dass man im 

Gegensatz zu in-vivo-Modellen die Experimente unter kontrollierten Versuchsbedingungen 

(z.B. Stimulationsfrequenz, extrazelluläre Lösung, isotonische Kontraktionen bzw. 

Zellverkürzungen (sog. „unloaded cell shortening“), keine/minimierte neurohumorale 

Einflüsse) durchführen kann. Außerdem kann man direkte Effekte auf die Myozyten 

untersuchen. Bei Untersuchungen an Homogenaten aus Herzgewebe beispielsweise kann 

man nicht ausschließen, dass Änderungen im Expressions- und/oder Phosphorylierungsgrad 

von Proteinen auf Änderungen in Nicht-Myozyten (z.B. Fibroblasten) beruhen. Ebenso ist die 

Messung zellulärer und subzellulärer Änderungen der Ionenhomöostase (Ca2+, Na+, H+) oder 

von intrazellulären Botenstoffen (NO, cAMP) in multizellulären Präparaten oder in vivo 

erschwert. Insbesondere für die Charakterisierung der subzellulären Änderungen von Ionen 

und Botenstoffen eignen sich isolierte Kardiomyozyten in Verbindung mit geeigneten 

Fluoreszenzfarbstoffen und einem Konfokalmikroskop am besten. Für den Nachweis von NO 

wurden Fluorescein-basierende Chromophore wie z.B. DAF-2 und DAF-FM entwickelt. Mit 

dem DAF-FM-Farbstoff können NO-Konzentrationen in biologischen Präparaten im 

mikromolaren Bereich nachgewiesen werden (Lacza et al. 2005). DAF-FM bindet NO mit 

einer hohen Affinität (Kojima et al. 1999), wohingegen es jedoch nicht spezifisch für 

Peroxynitrit und reaktive Sauerstoffspezies (ROS) ist (Lacza et al. 2005). 

Die Konfokalmikroskopie ist aber nicht nur geeignet für die Charakterisierung subzellulärer 

Änderungen von Ionen und Botenstoffen, sondern auch für die Charakterisierungen der 

Zellmorphologie und der Zellorganellen. Sie ermöglicht durch optische Schnitte ein 

verbessertes Signal-Rausch-Verhältnis und eine verbesserte Auflösung im Vergleich zu 

herkömmlichen Epifluoreszenzmikroskopen. Ein Nachteil dieser Methode besteht im 

Ausbleichen des Farbstoffes durch den Laser und dem möglichen Entstehen von 

Zellschäden während andauernder Laserbelichtung. Um dem Ausbleichen des Farbstoffes 

und Zellschäden vorzubeugen, wurde der Laser während eines Experiments nur für die 

Aufnahmen kurz dazu geschaltet. Es zeigte sich, dass das Ausbleichen und die Zellschäden 

bei unseren Experimenten keine Rolle spielten, da selbst am Ende von langen Experimenten 

(60 - 90 min) die Zellen vollkommen intakt waren, auf NO-Änderungen mit 

Fluoreszenzänderungen reagierten und weiterhin gut kontrahierten.  

 

In der Herzinsuffizienz können Urocortine über eine Senkung der Nachlast und direkte 

Wirkungen auf das Myokard die linksventrikuläre Funktion verbessern und somit das 

Herzzeitvolumen steigern (Bale et al. 2004, Davis et al. 2007b). Ein möglicher Mechanismus 
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für die Verbesserung der Herzfunktion während der Herzinsuffizienz, könnte die in dieser 

Arbeit erstmalig nachgewiesene Ucn-II-induzierte Phosphorylierung der eNOS über 

Aktivierung des cAMP/PKA- und PI3K/Akt-Signalweges sein.  

 

Unsere Arbeitsgruppe (Yang et al. 2006) sowie Ikeda et al. (2005) zeigten in 

vorangegangenen Arbeiten, dass die maximale Wirkung von UcnII auf isolierte 

Kardiomyozyten bei einer Konzentration von 100 nM erreicht wurde. Aufgrund dieser 

Erkenntnis wurde in allen vorgestellten Untersuchungen eine maximal wirksame UcnII-

Konzentration von 100 nM eingesetzt. 

 

 

4.1 Ucn-II-induzierte Phosphorylierung von Akt und eNOS 

 

Die vorliegende Arbeit zeigt eine Ucn-II-induzierte zeitabhängige Phosphorylierung von Akt 

sowohl am Serin-473 als auch am Threonin-308 und der eNOS am Serin-1177. Nach 5 min 

war bereits ein leichter Anstieg der Phosphorylierung beider Proteine zu beobachten. Das 

Maximum wurde jeweils nach 30 min erreicht. Anschließend nahm der 

Phosphorylierungsgrad von Akt an beiden Resten wieder ab und hatte nach 3 Stunden etwa 

das Ausgangsniveau erreicht. Bei eNOS wurde ebenfalls ein Rückgang der 

Phosphorylierung am Serin-1177 nach 3 Stunden beobachtet. Dieser Zeitverlauf des 

Anstiegs und Abfalls der Phosphorylierung von Akt und eNOS war für beide Proteine sehr 

ähnlich. Dies deutet daraufhin, dass der zugrunde liegende Signalweg identisch sein könnte. 

 

 

4.1.1 Mögliche Mechanismen für den zeitabhängigen Rückgang der Ucn-II-

induzierten Akt- und eNOS-Phosphorylierung 

 

Der Rückgang der Akt- und eNOS-Phosphorylierung nach drei Stunden könnte 

möglicherweise auf eine Desensitivierung des Ucn-II-induzierten Signalweges hinweisen. Bei 

einer Desensitivierung wird ein Signalweg durch spezifische zelluläre Mechanismen 

„abgeschaltet“. Dies geschieht, wenn ein Signalweg bzw. Rezeptor dauerhaft aktiviert wird. 

Ein Beispiel hierfür ist die Desensitivierung des β-adrenergen Rezeptors (β-AR) bei der 

menschlichen Herzinsuffizienz. Die Aktivierung des sympathischen Nervensystems führt zu 

einer vermehrten Ausschüttung von Katecholaminen, die über β-AR zunächst eine Zunahme 

der Herzfrequenz (Chronotropie) und der Kontraktionskraft (Inotropie) bewirken und somit 

die Pumpleistung des Herzens verbessern. Bei anhaltender Aktivierung kommt es jedoch zu 

einer Desensitivierung der β-AR (Böhm 1998; Pieske 1998).  
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Ein möglicher Mechanismus für die Desensitivierung eines Signalweges ist die „Abschaltung“ 

eines Rezeptors. Die „Abschaltung“ eines G-Protein gekoppelten Rezeptors (GPCR) (z.B. ß-

AR) erfolgt durch die Phosphorylierung des Rezeptors über G-Protein-gekoppelte 

Rezeptorkinasen (GRKs) und der anschließenden Bindung eines Adapterproteins (z.B. ß-

Arrestin). Letzteres sorgt nicht nur für die Entkopplung des Rezeptors vom G-Protein, 

zusätzlich ermöglicht die Bildung dieses Komplexes auch die Endozytose des Rezeptors 

(Luttrell und Lefkowitz 2002). Intrazellulär werden die Rezeptoren nach dem 

Recyclingprozess zurück zur Zellmembran transportiert oder sie werden abgebaut (Mc 

Donald und Lefkowitz 2001). Zum Beispiel können β1-AR während chronischem 

Noradrenalin-Einfluß über eine β-adrenerge Rezeptor-Kinase (β-ARK) direkt phosphoryliert, 

internalisiert und anschließend abgebaut werden. Dies führt zu einer verminderten 

Expression der β1-AR, d.h. es befinden sich weniger aktivierbare β1-AR in der 

Plasmamembran. Über diesen Mechanismus kann z.B. die Ansprechbarkeit auf 

Katecholamine verringert und die Kontraktionskraft und Herzfrequenz des Myokards 

abnehmen (Böhm 1998; Pieske 1998). 

 

Bei den CRF-Rezeptoren handelt es sich ebenfalls um G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 

(Perrin und Vale 1999). Oakley et al. konnten erstmals die Phosphorylierung des CRF1-

Rezeptors durch GRKs und die ß-Arrestin-2-Bindung an den Rezeptor mit nachfolgender 

intrazellulärer Aufnahme des CRF1-R in HEK293-Zellen und in humanen Retinoblastom-Y79-

Zellen nachweisen (Oakley et al. 2007). Ob ein ähnlicher Mechanismus für den CRF2-

Rezeptor im Herzen existiert und dem beobachteten Rückgang der Ucn-II-induzierten Akt- 

und eNOS-Phosphorylierung nach 3 Stunden zugrunde liegt, ist noch unklar. Weiterführende 

Studien müssen klären, ob dies der Fall ist.  

 

 

4.1.2 UcnII - ein langsam wirkendes Peptid? 

 

In der vorliegenden Arbeit konnte eine zeitabhängige Ucn-II-induzierte Phosphorylierung der 

eNOS am Serin-1177 und der Akt am Serin-473 und Threonin-308 nachgewiesen werden. 

Diese Daten sind vergleichbar mit einer Pitavastatin-induzierten Phosphorylierung der eNOS 

am Serin-1177 und der Akt am Serin-473 in Endothelzellen (Wang J et al. 2005). Eine 

signifikante Zunahme der Phosphorylierung beider Proteine wurde in dieser Arbeit erst nach 

15-30 min beobachtet. Im Gegensatz dazu wird durch UcnII bereits nach 5 min eine 

signifikante Steigerung der eNOS- und Akt-Phosphorylierung hervorgerufen. Das Maximum 

der Pitavastatin-induzierten Zunahme der Phosphorylierung beider Proteine wurde ebenfalls, 

wie unter UcnII, nach 30 min erreicht. Wie unter Pitavastatin kam es in Gegenwart von UcnII 
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ebenfalls zu einem Absinken der Phosphorylierung beider Proteine nach 3 Stunden. Die 

Arbeitsgruppe von Kitajima (Tokoro et al. 2004 und Wang J et al. 2005) konnte allerdings 

auch eine Pitavastatin-induzierte Steigerung der eNOS-Expression (Tokoro et al. 2004), 

jedoch keine Veränderung der eNOS mRNA-Expression nachweisen (Wang J et al. 2005). 

Die vorliegende Arbeit konnte dagegen keine Veränderung sowohl der eNOS-Expression als 

auch der Akt-Expression unter UcnII zeigen.  

Zhang XP und Hintze (2006) zeigten eine durch Forskolin, einen direkten Aktivator der 

Adenylat-Zyklase, hervorgerufene signifikante Steigerung der eNOS-Phosphorylierung am 

Serin-1177 sowie eine Reduktion der Phosphorylierung am Threonin-495. Diese Änderungen 

der Phosphorylierung der eNOS resultierten in einer Zunahme der endothelialen NO-

Produktion. Sie standen in Zusammenhang mit einer frühen und schnellen Akt-

Phosphorylierung am Serin-473 und Threonin-308. Das Maximum wurde in den ersten 2 min 

erreicht und nach 5 min war die Akt-Phosphorylierung schon signifikant vermindert. Die 

daraus resultierende schnelle Phosphorylierung der eNOS erreichte ihr Maximum in den 

ersten 5 min nach Forskolin-Gabe, mit anschließendem signifikantem Abfall der 

Phosphorylierung (Zhang XP und Hinze 2006). In der hier vorgestellten Arbeit dagegen 

wurde das Maximum der Akt-Phosphorylierung am Serin-473 und Threonin-308 und der 

eNOS-Phosphorylierung am Serin-1177 erst nach 15-30 min erreicht und der 

Phosphorylierungabfall nach 3 Stunden. Anhand dieser Daten scheint es, das UcnII sowie 

Pitavastatin langsam wirkende Substanzen sind, im Gegensatz zu Forskolin, welches seine 

Wirkungen sehr schnell entfaltet. Doch unsere Arbeitsgruppe konnte ebenfalls zeigen, dass 

die Ucn-II-vermittelten Änderungen der Phosphorylierung von Phospholamban-Serin-16 

(PLB) und der MAPK p44/42 deutlich schneller ansteigt. Das Maximum der PLB-

Phosphorylierung am Serin-16 wird bereits nach 5 min erreicht und bleibt dauerhaft erhalten. 

Ebenso wie die Phosphorylierung von PLB wird das Maximum der Phosphorylierung der 

MAPK p44/42 nach 5 min um ca. 250% erreicht, bleibt für 15min erhalten und fällt 

anschließend auf das Ausgangsniveau ab. Diese Daten zeigen, das UcnII seine Wirkung 

über den Rezeptor nicht per se langsam entfaltet, sondern nur im Falle der PI3K/Akt/eNOS-

Signaltransduktion. 

 

 

4.2 Einflüsse verschiedener Proteinkinase-Hemmstoffe auf die Ucn-II-induzierte 

Phosphorylierung von Akt und eNOS  

 

Der Einsatz der PI3K-Hemmstoffe Wortmannin und LY294002 ergab, dass die Ucn-II-

induzierte Akt-Phosphorylierung sowohl am Threonin-308 als auch am Serin-473 signifikant 

gehemmt werden konnte. Dies zeigt, dass UcnII über eine Aktivierung der PI3K, 
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möglicherweise über CRF2-Rezeptoren und Gβγ, die Akt-Phosphorylierung steigert. Da die 

Phosphorylierung der Akt durch den PKA-Hemmstoff H89 jedoch nicht gehemmt werden 

konnte, kann geschlussfolgert werden, dass die PKA keine Rolle für die gesteigerte Akt-

Phosphorylierung durch UcnII spielt. Im Gegensatz dazu konnten sowohl die PI3K-

Hemmung durch Wortmannin als auch die PKA-Hemmung durch H89 zu einer deutlichen 

Reduktion der Ucn-II-vermittelten eNOS-Phosphorylierung am Serin-1177 beitragen. Diese 

Arbeit zeigt damit erstmals eine Ucn-II-induzierte PI3K/Akt- und PKA-abhängige 

Phosphorylierung der eNOS in Kaninchen-Ventrikelmyozyten.  

 

Verschiedene Arbeitsgruppen charakterisierten in Endothelzellen eine Ca2+/Calmodulin-

unabhängige Aktivierung der eNOS. Sie konnten eine PI3K-vermittelte Phosphorylierung und 

Aktivierung der eNOS mit folgender NO-Produktion nachweisen (Dimmeler et al. 1999, 

Fulton et al. 1999, Gallis et al. 1999). Es wurde gezeigt, dass Akt die eNOS am Serin-1177 

direkt phosphorylieren kann (Dimmeler et al. 1999). Diese PI3K/Akt-vermittelte 

Phosphorylierung der eNOS gilt als ein Hauptmechanismus der eNOS-Regulation in 

Endothelzellen.  

Eine PKA-abhängige eNOS-Phosphorylierung wurde für die koronare Mikrozirkulation des 

Hundes beschrieben (Zhang XP und Hintze 2006). Dort führte eine Aktivierung des 

cAMP/PKA-Signalweges über eine Phosphorylierung von Akt zur Phosphorylierung von 

eNOS. Im Gegensatz dazu zeigten zwei andere Arbeitsgruppen eine PKA-abhängige, aber 

Akt-unabhängige Phosphorylierung der eNOS am Serin-1179 in Rinderaorten-Endothelzellen 

(Bae et al. 2003, Boo et al. 2002). Serin-1179 basiert auf der eNOS-Sequenz des Rindes 

und ist äquivalent zum humanen Serin-1177 (Boo et al. 2002).  

Wir konnten bereits zeigen, dass UcnII in Ventrikelmyozyten über eine Aktivierung des 

cAMP/PKA-Signalweges eine Steigerung der [Ca2+]i-Transienten und der fraktionellen 

Verkürzung hervorruft (Yang et al. 2006). In der hier vorgestellten Arbeit konnten wir eine 

PKA-abhängige Phosphorylierung der eNOS am Serin-1177 nachweisen. Die Akt-

Phosphorylierung konnte hingegen nicht durch Blockade der PKA beeinflusst werden. Im 

Gegensatz zur Mikrozirkulation des Hundes und im Einklang mit den Erkenntnissen aus 

Rinderaorten-Endothelzellen zeigt die hier vorgestellte Arbeit erstmals, dass die PKA in 

Kaninchen-Ventrikelmyozyten direkt an der Phosphorylierung der eNOS am Serin-1177 

beteiligt ist und dass der PI3K/Akt-Signalweg kein direktes Ziel der PKA darstellt.  

Diese unterschiedlichen Ergebnisse der verschiedenen Arbeitsgruppen können 

möglicherweise auf unterschiedliche Versuchsbedingungen und Speziesunterschiede 

zurückgeführt werden. Die Unterschiede zwischen Mikrozirkulation und Myozyten beruhen 

vermutlich auf einer zelltypspezifischen Regulation von Akt und eNOS. Nichtsdestotrotz 

zeigen sie, dass unabhängig vom Zelltyp (Endothelzelle versus Kardiomyozyt) eine eNOS-
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Phosphorylierung am Serin-1177 (und damit eine eNOS-Aktivierung) durch die Aktivierung 

des PI3K/Akt- und des PKA-Signalwegs hervorgerufen werden kann. 

 

 

4.3 Ucn-II-induzierte NO-Bildung 

 

Für eine Steigerung der zellulären NO-Produktion in Kardiomyozyten sind elektrische 

Stimulation und eine ausreichend hohe, extrazelluläre Ca2+-Konzentration Voraussetzung 

(Dedkova et al. 2003). Daher wurden die in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen an 

elektrisch stimulierten Kardiomyozyten durchgeführt mit einer extrazellulären Tyrode-Lösung, 

die 2 mM Ca2+ enthielt sowie das NOS-Substrat L-Arginin. 

 

Unter diesen Bedingungen konnte erstmals eine Ucn-II-abhängige Steigerung der NO-

Produktion in Kaninchen-Ventrikelmyozyten gezeigt werden. Ebenso wie die 

Phosphorylierung der Akt und der eNOS, erfolgte die daraus resultierende NO-Bildung 

zeitabhängig. Auf Grund der Western-Blot-Daten, in denen ein Maximum der Akt- und der 

eNOS-Phosphorylierung innerhalb von 15-30 min erreicht wurde, erfolgten die funktionellen 

Messungen über einen Zeitraum von 20 min. Da der Indikator DAF-FM das NO nicht 

reversibel sondern kovalent bindet, ist nicht die absolute Fluoreszenz sondern die Rate der 

Fluoreszenzänderung ein Maß für die zelluläre NO-Produktion. Demnach wurde die 

maximale NO-Produktion 12 min nach Gabe von UcnII erreicht und blieb danach konstant 

hoch. Dies stimmt gut mit der Phosphorylierung der eNOS überein, die nach etwa 10-15 min 

maximal war und bis 30 min nach Ucn-II-Gabe etwa gleich hoch blieb.  

Bae et al. (2003) konnten einen Bradykinin-induzierten akuten Anstieg der NO-Produktion in 

Rinderaorten-Endothelzellen zeigen. Das Maximum des NO-Anstiegs (~80%) wurde bereits 

nach 1 min erreicht und innerhalb von 5 min fiel der NO-Anstieg um ~70% ab (Bae et al. 

2003). Diese Daten verdeutlichen, das die Ucn-II-vermittelte Aktivierung des PI3K/Akt/eNOS-

Signalweges in Kardiomyozyten erheblich langsamer verläuft als der Bradykinin-induzierte 

NO-Anstieg in Endothelzellen.  

Grossini et al. (2008) zeigten erstmals, dass UcnII in Schweinen eine Steigerung des 

koronaren Blutflusses und der myokardialen Funktion über Aktivierung des CRF2-R und 

Freisetzung von NO hervorruft. In Gegenwart des CRF2-R-Antagonisten Antisauvagine 30 

wurden die Ucn-II-induzierten Wirkungen nahezu vollständig blockiert. In Anwesenheit des 

eNOS-Blockers L-NAME konnte der koronare Blutfluss ebenfalls vollständig unterdrückt 

werden und die kardialen Wirkungen wurden signifikant vermindert (Grossini et al. 2008). 

Diese Daten verdeutlichen, dass UcnII über eine lokale Steigerung der koronaren NO-

Produktion eine Verbesserung der kardiovaskulären Funktion hervorrufen kann.  
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In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die Ucn-II-induzierte NO-

Produktion in Kaninchen-Ventrikelzellen durch die eNOS-Hemmstoffe L-NAME und L-NIO 

weitgehend unterdrückt werden konnte. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Ucn-II-

induzierte NO-Produktion über eine Aktivierung der eNOS erfolgt. Ebenso konnte auch die 

ACh-induzierte Steigerung der NO-Produktion in Vorhofmyozyten durch den eNOS-Blocker 

L-NIO verhindert werden (Dedkova et al. 2003). 

Ähnlich wie Grossini et al. (2008) konnten wir unter UcnII eine Steigerung der fraktionellen 

Verkürzung beobachten, die in Gegenwart beider eNOS-Inhibitoren nahezu vollständig 

gehemmt werden konnte. Unsere Arbeitsgruppe zeigte bereits, dass der Ucn-II-induzierte 

positiv-inotrope Effekt in Ventrikelmyozyten über eine Aktivierung des cAMP/PKA-

Signalweges vermittelt wird (Yang et al. 2006). Ob die in der vorliegenden Arbeit 

beobachtete Steigerung der fraktionellen Verkürzung auf einer Aktivierung des cAMP/PKA-

Signalweges und/oder einer Aktivierung des PI3K/Akt/eNOS-Signalweges zurückzuführen 

ist, ist noch nicht abschließend geklärt. Da in Gegenwart der eNOS-Blocker L-NAME und L-

NIO keine Ucn-II-induzierte Zunahme der fraktionellen Verkürzung beobachtet wurde, deutet 

vieles darauf hin, dass beide Signalwege an der Zunahme der fraktionellen Verkürzung 

beteiligt sind. Da auch die Arbeit von Grossini et al. (2008) eine signifikante Verminderung 

des Ucn-II-induzierten Anstiegs der kardialen Kontraktilität unter L-NAME nachweisen konnte 

(Grossini et al. 2008), deutet das ebenfalls auf eine Beteiligung des PI3K/Akt/eNOS-

Signalweges an der Regulation der kardialen Kontraktilität hin. Es bleibt jedoch unklar, ob die 

von Grossini et al. (2008) beschriebenen Wirkungen von UcnII auf die myokardiale 

Kontraktilität direkt oder indirekt (z.B. über eine Verbesserung der koronaren Durchblutung) 

vermittelt wurden. 

 

 

4.4 Wirkung verschiedener Proteinkinase-Hemmstoffe auf die Ucn-II-induzierte 

NO-Bildung 

 

Seit der Entdeckung des CRF2-R wird vermutet, dass CRF und die Urocortine an der 

kardiovaskulären Homöostase beteiligt sein könnten (Samson 1996). Studien berichteten 

das CRF und Ucn kardiovaskuläre Effekte über den CRF2-R ausüben (Stenzel et al. 1995). 

Bereits 1998 gab es erste Hinweise, dass der cAMP/PKA-Signalweg zum Teil an der Ucn-I-

Wirkung beteiligt sein könnte (Ikeda et al. 1998). Diese Arbeitsgruppe untersuchte die Ucn-I-

Wirkung auf die ANP- und BNP-Sekretion in neonatalen Rattenkardiomyozyten. In 

Gegenwart eines CRF2-R-Antagonisten (α-helical CRF) und eines PKA-Blockers (H89) 

konnten die Ucn-I-induzierte ANP- und BNP-Sekretion jeweils signifikant vermindert werden. 

In weiteren Studien konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass an den Wirkungen der 
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Urocortine die Aktivierung des cAMP/PKA-Signalweges beteiligt ist (Nishikimi et al. 2000, 

Ikeda et al. 2005, Yang et al. 2006).  

Ikeda et al. (2005) untersuchten die Ucn-II-Wirkung auf die cAMP-Produktion in 

Rattenkardiomyozyten und Nicht-Myozyten. Sie konnten eine signifikante Steigerung der 

cAMP-Produktion um 13% in Kardiomyoyzten zeigen, jedoch keine Veränderungen der 

cAMP-Produktion in Nicht-Myozyten (Ikeda et al. 2005). Unsere Arbeitsgruppe zeigte eine 

cAMP/PKA-abhängige Steigerung der fraktionellen Verkürzung sowie der [Ca2+]i-Transienten 

in Kaninchen-Ventrikelmyozyten (Yang et al. 2006).   

Die vorliegende Arbeit ist die erste, die eine PKA- und eine PI3K/Akt-abhängige Steigerung 

der NO-Produktion nach Gabe von UcnII in Kaninchen-Ventrikelmyoyzten nachweisen 

konnte. Nach Blockade der PKA (H89) und der PI3K (LY29004) kam es zu einer 

signifikanten Abnahme der NO-Produktion um ~50%. Diese Ergebnisse stimmen gut mit den 

Befunden überein, dass die Hemmung von PKA und PI3K  die eNOS-Phosphorylierung 

verringern. Sie verdeutlichen, dass die Phosphorylierung der eNOS mit anschließender 

Steigerung der NO-Produktion über Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges und des 

cAMP/PKA-Signalweges erfolgt.  

In Katzen-Vorhofmyozyten konnte ein schneller Anstieg der NO-Produktion nach ACh-

Entzug, sowie die Phosphorylierung von Akt am Serin-473, ebenfalls durch den PI3K-

Inhibitor LY294002 gehemmt werden. Diese Daten zeigen, dass die eNOS-induzierte NO-

Produktion auch über Aktivierung des Muskarin-Rezeptors/Gi-Protein/PI3K/Akt-Signalweges 

gesteigert werden kann (Dedkova et al. 2003).  

2003 konnten Bae et al. in Rinderaorten-Endothelzellen einen schnellen Anstieg der NO-

Produktion in Gegenwart von Bradykinin nachweisen. Im Gegensatz jedoch zu UcnII, 

erfolgte die Bradykinin-induzierte NO-Produktion über eine PKA-abhängige, aber PI3K-

unabhängige Phosphorylierung der eNOS an Ser1179 (Bae et al. 2003).  

Diese Unterschiede in der Regulierung der NO-Produktion beruhen möglicherweise auf 

zelltypspezifischen Unterschieden sowie auf Unterschieden der beteiligten Rezeptoren. 

 

 

4.5 Ucn-II-induzierte Stimulierung der NO-Bildung in Kardiomyozyten 

verschiedener Säugerherzen 

 

Um zu überprüfen, ob die Ucn-II-induzierte NO-Bildung nicht auf Kaninchen-

Ventrikelmyozyten beschränkt ist, wurde die Ucn-II-induzierte NO-Produktion sowohl in 

Kaninchen-Vorhofmyozyten als auch in Ventrikelmyozyten von Ratte, Maus und humanen 

Herzen mit terminaler Herzinsuffizienz untersucht. Ähnlich wie in Kaninchen-

Ventrikelmyozyten konnte eine gesteigerte NO-Produktion in Gegenwart von UcnII auch in 
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den anderen Geweben nachgewiesen werden. Da der Indikator DAF-FM das NO kovalent 

bindet, ist die Rate der Fluoreszenzänderung ein Maß für die zelluläre NO-Produktion. 

Sowohl im Kaninchen-Vorhof als auch im Maus-Ventrikel wurde die maximale NO-

Produktion, wie im Kaninchen-Ventrikel, 12 min nach Gabe von UcnII erreicht und blieb 

danach konstant hoch. Die Rate der DAF-FM-Fluoreszenzänderung in Ratten- und humanen 

Ventrikelmyoyzten dagegen verlief flacher. Das Maximum in Ratten-Ventrikelmyozyten 

wurde erst nach 28 min erreicht und in humanen Ventrikelzellen 20 min nach Ucn-II-Gabe.  

Diese Daten zeigen, dass die Wirkungen von UcnII nicht auf Kaninchen-Ventrikelmyozyten 

beschränkt sind. 

Die vorliegenden Ergebnisse, dass die Ucn-II-induzierte NO-Bildung in Maus-

Ventrikelmyozyten größer ist als in Kaninchen-, Ratten- und humanen Ventrikelmyozyten, 

sind vereinbar mit den Erkenntnissen von Waser et al. (2006). Sie untersuchten die CRF2-R-

Expression in verschiedenen Geweben und fanden heraus, dass im Maus-Herzmuskel die 

Expression des CRF2-R 10x höher ausfällt als in der Ratte und 30x höher als im humanen 

Herzmuskel (Waser et al. 2006). Dies ist eine mögliche Erklärung des schnellen und steilen 

Verlaufs der DAF-FM-Fluoreszenzänderung in Maus-Ventrikelmyozyten. Der Nachweis, dass 

die Ucn-II-Wirkungen in Mäusen über den CRF2-R hervorgerufen werden (Bale et al. 2004) 

und dass eine Phosphorylierung der Akt über die PI3K erfolgt (Brar et al. 2002), lässt darauf 

schließen, dass durch anschließende Phosphorylierung der eNOS die Ucn-II-induzierte NO-

Produktion in den Maus-Ventrikelmyoyzten angeregt werden könnte, genauso wie diese 

Arbeit dies für Kaninchen-Ventrikel gezeigt hat.  

In der Literatur sind bisher nur wenige Daten in Bezug auf Ucn-Wirkungen im Vorhof 

bekannt. Aufgrund des Nachweises, dass der CRF2-R (CRF2-Rα,ß) im menschlichen Vorhof 

exprimiert wird (Kimura et al. 2002), ist es wahrscheinlich, dass in Nagetierherzen der CRF2-

R ebenfalls sowohl im Ventrikel als auch im Vorhof exprimiert wird. Dedkova et al. (2003) 

konnten einen ACh-induzierten Anstieg des [NO]i über Aktivierung des PI3K/Akt/eNOS-

Signalweges in Katzen-Vorhofmyozyten hervorrufen (Dedkova et al. 2003). Es ist daher 

wahrscheinlich, dass der Ucn-II-induzierte NO-Anstieg im Kaninchen-Vorhof ebenfalls über 

die in dieser Arbeit nachgewiesenen Signalwege (PI3K/Akt/eNOS und/oder 

cAMP/PKA/eNOS) hervorgerufen wird.  

Der Nachweis, dass UcnII in Rattenmyozyten über den CRF2-Rß eine Zunahme des cAMP-

Spiegels hervorrufen kann (Ikeda et al. 1998, Ikeda et al. 2005, Nishikimi et al. 2000), ist 

vereinbar mit unseren Erkenntnissen in Kaninchen-Ventrikelmyozyten, dass der Ucn-II-

induzierte Anstieg der NO-Produktion zum Teil über eine Aktivierung des cAMP/PKA/eNOS-

Signalweges hervorgerufen wird. Die Erkenntnisse, dass Puerarin (aus der Familie der 

Isoflavone) im Rattenmyokard über die Aktivierung des Akt/eNOS-Signalweges die NO-
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Produktion steigern kann (Zhang YH et al. 2008), zeigt, dass ebenfalls im Rattenmyokard die 

eNOS über die Akt phosphoryliert und aktiviert werden kann.  

Im Gegensatz zu Kaninchen-Ventrikelmyozyten wurde die fraktionelle Verkürzung in 

Kaninchen-Vorhofmyozyten sowie in Ventrikelmyozyten von Ratten und humanen Herzen 

nicht beeinflusst. In Maus-Ventrikelmyozyten dagegen kam es ebenfalls zu einer Steigerung 

der fraktionellen Verkürzung. Bale et al. (2004) untersuchten die kardiovaskulären 

physiologischen Effekte von UcnII in Wildtyp- und CRF2-R-Knockout-Mäusen. Die Ucn-II-

Behandlung führte in Wildtyp-Mäusen zu einer Erhöhung der Herzfrequenz und einer 

Steigerung der Inotropie und Lusitropie des linken Ventrikels. CRF2-R-Knockout-Mäuse 

dagegen zeigten keine Änderungen der kardialen Funktion (Bale et al. 2004). Diese 

Erkenntnisse sind vereinbar mit unseren Daten einer Ucn-II-induzierten Zunahme der 

fraktionellen Verkürzung.  

In menschlichen Ventrikelmyoyzten aus Herzen mit terminaler Herzinsuffizienz wurde zwar 

ein robuster Anstieg der [NO]i beobachtet, aber keine Veränderung der fraktionellen 

Verkürzung. Dies könnte darauf hinweisen, dass in menschlichem Myokard die positiv 

inotrope Wirkung, hervorgerufen durch UcnII, zu einem wesentlichen Teil über den 

cAMP/PKA-Signalweg vermittelt wird. Bei der Herzinsuffizienz kommt es zu einer deutlich 

gestörten Regulation der Ca2+-Homöostase infolge veränderter Signalwege. Zum Beispiel ist 

der cAMP/PKA-Signalweg weitgehend beeinträchtigt infolge verminderter Expression und 

Desensibilisierung myokardialer ß-AR (Pieske und Hasenfuß 2000, Brodde 2007). Zudem ist 

die Anzahl und die Aktivität der Gi-Proteine sowie der GRKs in der Herzinsuffizienz erhöht, 

wohingegen die Menge und die Aktivität der Gs-Proteine unverändert bleiben. Diese 

Veränderungen führen zu einer verminderten kardialen ß-AR-Ansprechbarkeit. Es werden 

jedoch nicht nur die funktionelle Ansprechbarkeit auf ß-AR unterdrückt, sondern auch die 

Funktion weiterer Gs-Protein-gekoppelter Rezeptoren (wie z.B. H2-R, 5-HT4-R) (Brodde 

2007). Eventuell könnte durch diese Veränderungen auch die Funktion der CRF2-R 

vermindert sein und das Ausbleiben der Ucn-II-induzierten Zunahme der fraktionellen 

Verkürzung erklären. Neben einer verminderten Expression ß-AR kommt es auch zu einer 

verminderten Expression und Funktion der SR Ca2+-ATPase (SERCA) (Hasenfuss et al. 

1994, Pieske et al. 1999) und von PLB mit einer verminderten SR-Ca2+-Speicherfähigkeit mit 

der Folge verminderter zytosolischer Ca2+-Transienten (Hasenfuss et al. 1994).  

Diese Veränderungen im Rahmen der Herzinsuffizienz können möglicherweise die 

ausbleibende Zunahme der fraktionellen Verkürzung erklären. Im Gegensatz zum 

cAMP/PKA-Signalweg scheint jedoch der PI3K/Akt/eNOS-Signalweg weitgehend 

unbeeinträchtigt zu sein. Das Maximum der NO-Bildung war etwa gleich groß wie in 

Kaninchen-Ventrikelmyozyten. NO führt über die sGC zu einer Produktion von cGMP mit 

folgender Aktivierung der PKG. Über diese Proteine kann die elektromechanische Kopplung 
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reguliert werden (siehe 1.2.4, S.8). Doch da in der Herzinsuffizienz sowohl Signalwege als 

auch die Expression und Funktion verschiedener Proteine, einschließlich SERCA, PLB, RyR 

und L-Typ-Ca2+-Kanal vermindert sind, wird wahrscheinlich auch die NO-abhängige 

Regulierung der elektromechanischen Kopplung entsprechend beeinträchtigt sein und so 

den Anstieg der fraktionellen Verkürzung verhindern. Dies könnte wiederum dafür sprechen, 

dass am Anstieg der fraktionellen Verkürzung per se beide Signalwege (cAMP/PKA und 

Akt/PI3K/eNOS) beteiligt sind, doch aufgrund der Veränderungen in der Herzinsuffizienz 

nicht greifen können.  

 

 

4.6 Physiologische Bedeutung der Ucn-II-induzierten eNOS-Stimulierung 

 

Abb. 4.1. Schematische Darstellung der Ucn-II-induzierten Signalkaskaden in einem Kardiomyozyten. 

Abkürzungen: AC: Adenylatzyklase, Akt: Proteinkinase B, cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat, cGMP: 

zyklisches Guanosinmonophosphat, CRF2-R: Corticotropin-Releasing-Faktor-Rezeptor 2, eNOS: endotheliale 

NO-Synthase, Gsα,γ,ß: G-Protein, NO: Stickstoffmonoxid, PI3K: Phosphatidylinositol-3-Kinase, PKA: Proteinkinase 

A, PKG: Proteinkinase G, UcnII: Urocortin II. 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass UcnII in Kardiomyozyten über 

verschiedene Wege die eNOS-Phosphorylierung am Serin-1177 und damit die Aktivität des 

Enzyms und die zellulläre NO-Produktion regulieren kann: einerseits über den PI3K/Akt-

Signalweg und andererseits über den cAMP/PKA-Signalweg.  
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Die physiologische Bedeutung dieser Redundanz könnte darin liegen, dass durch zelluläre 

Veränderungen, z.B. im Rahmen der Herzinsuffizienz, ein Signalweg verändert oder 

behindert wird. So kann durch den verbliebenen (noch intakten) Signalweg sichergestellt 

werden, dass eine Aktivierung der eNOS trotzdem erfolgen kann. Bei der Herzinsuffizienz 

beispielsweise ist der cAMP/PKA-Signalweg weitgehend beeinträchtigt durch verminderte 

Expression und Desensibilisierung myokardialer β-AR und die vermehrte Expression des 

Gαi-Proteins. Dies führt zu einer verminderten Katecholamin-stimulierten Aktivität der 

Adenylatzyklase und daraus resultierendem vermindertem intrazellulärem cAMP-Gehalt 

(Pieske und Hasenfuß 2000). Die Herzmuskelzellen reagieren nur noch sehr schwach auf 

Botenstoffe, die eine Erhöhung von cAMP und eine Stimulierung der PKA hervorrufen. 

Möglicherweise kann UcnII hier nicht mehr zu einer nennenswerten Aktivierung des 

cAMP/PKA-Signalwegs führen. Eine Ucn-II-induzierte Aktivierung der eNOS kann aber 

weiterhin über den PI3K/Akt-Signalweg erfolgen. Dies könnte erklären, warum in humanen 

Ventrikelmyozyten aus Herzen mit terminaler Herzinsuffizienz UcnII zu einem robusten NO-

Anstieg führte, die fraktionelle Verkürzung jedoch unverändert blieb. Somit ist unter diesen 

pathologischen Bedingungen gewährleistet, dass trotz beeinträchtigtem PKA-Signalweg eine 

Aktivierung der eNOS über Akt weiterhin erfolgen kann.  

Die Steigerung der NO-Produktion kann über vielfältige Mechanismen die Funktion der 

Kardiomyozyten beeinflussen. Sowohl über Aktivierung der sGC/cGMP/PKG-Signalkaskade 

als auch über Transnitrosylierungen können verschiedene Proteine, wie z.B. RyR, L-Typ-

Ca2+-Kanal und PLB, durch NO moduliert und so die elektromechanische Kopplung reguliert 

werden (genauere Mechanismen siehe unter 1.2.5, S. 9) (Stoyanovsky et al. 1996, Hare 

2003, Maisson et al. 2003). Es konnte auch gezeigt werden, dass das Substrat der NO-

Synthase, L-Arginin, mit folgender NO-Produktion die Kardiomyozyten vor Apoptose 

schützen und so die Herzfunktion verbessern kann (Brunner et al. 1997, Izhar et al. 1998). 

Ebenso wurde gezeigt, dass Urocortine (UcnI, II, III) das Überleben der Kardiomyozyten 

unter Hypoxie-Reoxygenierungs-Bedingungen verbessern können und dass in Gegenwart 

von PI3K-Hemmstoffen das UcnI/Akt-vermittelte Zellüberleben signifikant vermindert wurde 

(Brar et al. 2002, Brar et al. 2004). Für diese antiapoptotischen Wirkungen von Urocortinen 

werden die Aktivierung des PI3K/Akt- und des MEK1/2/p44/42-Signalweges benötigt (Brar et 

al. 2004). Aus diesen Daten lässt sich schließen, dass die nachgewiesene PI3K/Akt/eNOS-

aktivierte NO-Produktion in Vorhof- und Ventrikelmyozyten an der kardioprotektiven Wirkung 

von UcnII beteiligt sein könnte.  

Urocortine können ebenfalls hypertrophe Effekte auf neonatale Ratten-Kardiomyozyten 

ausüben. Diese Wirkung wird über eine Aktivierung der Akt induziert (Chanalaris et al. 2005). 

Die Ucn-induzierte Phosphorylierung der Akt könnte somit vielfältige Wirkungen, wie z.B. 

Antiapoptose, Hypertrophie, Beeinflussung der NO-Homöostase und der Kontraktilität in 
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Herzmuskelzellen hervorrufen. Aufgrund dieser Erkenntnisse lassen unsere Daten die 

Vermutung zu, dass UcnII wesentlich an der Regulation der NO-Homöostase, des Ca2+-

Haushaltes und somit der elektromechanischen Kopplung in der Herzmuskelzelle beteiligt 

ist.
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5 Zusammenfassung 

 

Urocortin II (UcnII) ist ein Peptid aus der Familie der Corticotropin-Freisetzungsfaktoren. 

UcnII verbessert die Herzfunktion in gesunden und insuffizienten Herzen, doch sind die 

zugrunde liegenden zellulären Mechanismen weitgehend unbekannt. Vorarbeiten hatten 

nachgewiesen, dass UcnII die Kontraktilität isolierter Herzmuskelzellen über eine Aktivierung 

des cAMP/PKA-Signalweges steigert. In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese 

untersucht, dass UcnII zusätzlich zum cAMP/PKA-Signalweg den PI3K/Akt-Signalweg 

aktiviert und dass die Aktivierung beider Signalwege zur Phosphorylierung und Aktivierung 

der endothelialen NO-Synthase (eNOS) mit daraus resultierendem Anstieg der 

intrazellulären NO-Konzentration ([NO]i) führt.  

Dazu wurde mit Hilfe der Western-Blot-Technik und phosphospezifischer Antikörper die  

Ucn-II-induzierte Phosphorylierung von Akt und eNOS in isolierten Kaninchen-

Ventrikelmyoyzten bestimmt. Mit der konfokalen Mikroskopie und einem NO-sensitiven 

Farbstoff (DAF-FM) wurde zusätzlich die Ucn-II-vermittelte NO-Produktion gemessen. 

Die Ergebnisse zeigen, dass UcnII zu einer zeitabhängigen Phosphorylierung von Akt, 

sowohl am Serin-473 und als auch am Threonin-308, und von eNOS am Serin-1177 führte. 

Bei beiden Proteinen wurde die maximale Phosphorylierung nach 30 min erreicht. Der Ucn-

II-induzierte Anstieg der Phosphorylierung betrug für eNOS ~ 50% und für die Akt am Serin-

473 ~ 50% sowie am Threonin-308 ~ 90%.  

Die Ucn-II-induzierte Akt-Phosphorylierung, sowohl am Serin-473 als auch am Threonin-308, 

wurde durch Blockade der PI3K mit den Hemmstoffen Wortmannin und LY294002 

verhindert. Die Blockade der PKA durch H89 blieb wirkungslos. Der Ucn-II-induzierte Anstieg 

der eNOS-Phosphorylierung dagegen wurde sowohl durch PI3K-Blockade als auch durch 

PKA-Blockade unterdrückt. 

Es wurde ebenfalls ein Ucn-II-induzierter zeitabhängiger Anstieg der DAF-FM-Fluoreszenz – 

und damit der NO-Produktion - in isolierten Kaninchen-Ventrikelmyozyten beobachtet. Die 

maximale NO-Produktion wurde 12 min nach Gabe von UcnII erreicht und blieb danach 

konstant hoch. In Gegenwart der eNOS-Hemmstoffe L-NIO und L-NAME war die NO-Bildung 

signifikant verringert. Durch Doppel-Blockade der PKA (H89) und der PI3K (LY294002) 

wurde die NO-Produktion vermindert. Ebenso wie in Kaninchen-Ventrikelmyozyten konnte 

eine Ucn-II-induzierte zeitabhängige Zunahme der NO-Bildung sowohl in Kaninchen-

Vorhofzellen als auch in Ventrikelmyozyten von Maus, Ratte und Mensch nachgewiesen 

werden.  

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen erstmals, dass UcnII in Kardiomyozyten den PI3K/Akt-

Signalweg aktiviert und dass UcnII über den PI3K/Akt- und den cAMP/PKA-Signalweg eine 
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Phosphorylierung der eNOS hervorruft. Die Phosphorylierung der eNOS führt zu einer 

gesteigerten NO-Produktion. 

Die erstmalig nachgewiesene Ucn-II-induzierte Aktivierung des cAMP/PKA- und des 

PI3K/Akt-Signalweges mit nachfolgender Phosphorylierung der eNOS könnte wesentlich an 

der Ucn-II-induzierten Verbesserung der Herzfunktion in insuffizienten Herzen beteiligt sein. 
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