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1 Einleitung 

 Physiologie des Herzens 1.1

Das Herz stellt das zentrale Organ des Blutkreislaufs dar und gewährleistet als sich 

autonom kontrahierendes muskuläres Hohlorgan die Blutversorgung des gesamten 

Organismus. Der Kontraktionszyklus des Herzens besteht aus einer ständigen Abfolge von 

myokardialer Anspannungs- und Austreibungsphase (Systole) und nachfolgender 

Relaxations- und Füllungsphase (Diastole). Die Kontraktion des Myokards erfolgt dabei 

auf der Grundlage einer elektrischen Erregung der Herzmuskelzellen. Ausgehend von 

spontan aktiven Schrittmacherzellen des Sinusknotens breiten sich Aktionspotentiale über 

die Vorhöfe zum AV-Knoten, von dort aus über die His-Bündel, Tawaraschenkel und 

Purkinjefasern in das Kammermyokard aus. Die Ausbreitung dieser elektrischen Erregung 

hat eine koordinierte Kontraktion der Herzmuskulatur zur Folge, sodass im funktionellen 

Zusammenspiel mit den Herzklappen ein gerichteter Blutstrom von den Vorhöfen in die 

Ventrikel und von dort in die Aorta bzw. in den Truncus pulmonalis stattfindet.  

Der Zusammenhang zwischen elektrischer Erregung und Kontraktion der Herzmuskelzelle 

wird als elektromechanische Kopplung bezeichnet. Die Depolarisation der Zellmembran 

führt zu einer Öffnung von L-Typ-Ca2+-Kanälen (LTCC), was einen Einstrom von Ca2+ 

aus dem Extrazellulärraum in das Cytosol zur Folge hat. Dies triggert die Öffnung von 

Ryanodinrezeptoren Typ 2 (RyR2) in der Membran des sarkoplasmatischen Retikulums 

(SR), sodass zusätzlich Ca2+ aus dem SR als intrazellulärem Speicher in das Cytosol 

freigesetzt wird. Der Anstieg der cytosolischen Ca2+-Konzentration führt zu einer 

vermehrten Ca2+-Bindung an Troponin C (TnC), was eine Konformationsänderung des 

Troponin/Tropomyosin-Komplexes zur Folge hat. Dies ermöglicht die molekulare 

Interaktion zwischen Myosinköpfen und Aktinfilamenten, sodass sich in der Folge die 

Myofilamente gegeneinander verschieben und damit eine Kontraktion der Herzmuskelzelle 

stattfindet. Die Relaxation des Myokards erfolgt bei anschließender Erniedrigung der 

cytosolischen Ca2+-Konzentration. Das cytosolische Ca2+ wird zum einen durch die 

sarkoplasmatische Ca2+-ATPase (SERCA) zurück ins SR befördert. Zum anderen erfolgt 

durch den Na+-Ca2+-Austauscher NCX in der Plasmamembran ein Ca2+-Transport in den 

Extrazellulärraum (Bers 2002). 
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 Die β-adrenerge Signalkaskade 1.2

Um die Sauerstoffversorgung an körperliche Belastungssituationen anpassen zu können, 

unterliegt die Herzaktion der Regulation des vegetativen Nervensystems. Adrenalin und 

Noradrenalin sind die Neurotransmitter des sympathischen Nervensystems und entfalten 

ihre Wirkung am Herzen über die Bindung an β-Adrenozeptoren (β-AR) in der 

Plasmamembran. Kardial werden hauptsächlich die beiden Subtypen β1 und β2  exprimiert, 

physiologisch im Verhältnis von 70 % zu 30 % im Atrium und im Verhältnis von 80 % zu 

20 % im Ventrikel (Brodde et al. 2006). Eine Stimulation des β-AR bewirkt über 

gekoppelte stimulierende GTP-bindende (Gs-) Proteine eine Aktivierung der 

Adenylylzyklase (AC), was eine Erhöhung der intrazellulären Konzentration von 

zyklischem Adenosinmonosposphat (cAMP) zur Folge hat. Dies führt zum einen über eine 

Modulation von hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated cation channels (HCN-Kanälen) 

zu einer erhöhten Frequenz von Aktionspotentialen in kardialen Schrittmacherzellen. Zum 

anderen erfolgt eine Aktivierung der Proteinkinase A (PKA), welche die Aktivität 

verschiedener Effektorproteine, die u.a. an der elektromechanischen Kopplung beteiligt 

sind, reguliert. Die aktivierte PKA phosphoryliert LTCC (u.a. an Ser-1928 in der α1C-

Untereinheit) und RyR2 (an Serin 2808), erhöht dadurch deren Offenwahrscheinlichkeiten 

und damit den systolischen Ca2+-Einstom aus dem Extrazellulärraum bzw. aus dem SR ins 

Cytosol. Daneben erfolgt eine Phosphorylierung des SERCA-hemmenden Proteins 

Phospholamban (PLB; an Serin 16), dessen inhibitorische Wirkung durch 

Phosphorylierung aufgehoben wird, was einen verstärkten Rücktransport von Ca2+ in das 

SR zur Folge hat. Über eine Phosphorylierung der mit dem Sarkomer assoziierten Proteine 

Troponin I (TnI; an Serin 23/24) und Myosin-bindendes Protein C (MyBP-C; u.a. an Serin 

282) werden außerdem Kontraktionskraft und Relaxation moduliert. Daneben führt eine 

PKA-abhängige Phosphorylierung von Phospholemman zu einer Aktivierung der Na+/K+-

ATPase in der Plasmamembran. Über diese Regulationsmechanismen bewirkt der 

Sympathikus sowohl eine Steigerung der Herzfrquenz (positive Chronotropie) und 

Erregungsleitungsgeschwindigkeit (positive Dromotropie) als auch der Kontraktionskraft 

(positive Inotropie) und Relaxationsgeschwindigkeit (positive Lusitropie) (El-Armouche 

und Eschenhagen 2009). Eine Übersicht über die β-adrenerge Signalkaskade ist in 

Abbildung 1 dargestellt.  
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Abbildung 1: β-adrenerge Signalkaskade. Nach Stimulation des β-AR erfolgt eine Gs-Protein-

vermittelte Aktivierung der AC. Durch den anschließenden Anstieg von cAMP werden zum einen 

HCN-Kanäle und zum anderen die PKA aktiviert. Diese phosphoryliert verschiedene Zielproteine 

wie LTCC, TnI, MyBP-C, RyR2 und PLB. Nach El-Armouche und Eschenhagen 2009.  

Als Gegenregulatoren der β-adrenergen Signalkaskade spielen insbesondere 

Phosphodiesterasen (PDE) und Protein-Phosphatasen (PP) eine wichtige Rolle. Während 

PDEs den second messenger cAMP degradieren, dephosphorylieren PP die Zielproteine der 

PKA. PDEs und PP unterliegen wiederum verschiedenen Regulationsmechanismen. Die 

PDE1 wird beispielweise durch Ca2+/Calmodulin stimuliert, während PDE2 und 3 in ihrer 

Aktivität durch zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) moduliert werden und die 

PDE4 im Sinne einer negativen Rückkopplung durch die PKA aktiviert wird (Omori und  

Kotera 2007). Die wichtigsten kardialen PP sind PP1, PP2A und PP2B (Calcineurin). 

Während PP2B Ca2+-abhängig aktiviert wird, unterliegt die Aktivität von PP1 und PP2A 

u.a. der Modulation durch inhibitorische Proteine (Heijman et al. 2013). Ausführlich 

charakterisiert ist hierbei insbesondere der PP1-Inhibitor-1 (I-1), welcher zum einen durch 

PKA-abhängige Phosphorylierung im Sinne eines positiven Verstärkungsmechanismus 

aktiviert und zum anderen durch PP2A und PP2B gehemmt wird (Wittköpper et al. 2011).  

Für β2-AR ist neben der dargestellten Gs-Kopplung mit konsekutiver PKA-Aktivierung 

auch eine Kopplung mit inhibitorischen GTP-bindenden (Gi-) Proteinen beschrieben 
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worden. Eine Aktivierung dieses alternativen Signalwegs führt zum einen zu einer 

Hemmung der AC, zum anderen wird die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) aktiviert. 

Die Aktivierung PI3K-abhängiger Signalwege wird in diesem Zusammenhang u.a. mit 

antiapoptotischen Effekten in Verbindung gebracht (Perez-Schindler et al. 2013).  

Daneben sind β3-AR, die physiologisch eine wichtige Rolle bei der Lipolyse und 

Thermogenese im Fettgewebe spielen,  im Herzen identifiziert worden. Ihre physiologische 

Relevanz im kardiovaskulären Kontext ist bisher allerdings wenig charakterisiert (Brodde et 

al. 2006). Es wurden u.a. durch Gi- und Stickstoffmonoxid (NO)-abhängige Signalwege 

vermittelte negativ inotrope und vasodilatorische Effekte beschrieben (Gauthier et al. 

2011). 

 Herzinsuffizienz 1.3

Aktuelle Schätzungen gehen davon aus, dass weltweit ca. 26 Millionen Menschen an einer 

Herzinsuffizienz erkrankt sind, wobei mit einer steigenden Prävalenz zu rechnen ist 

(Ponikowski et al. 2014). In Deutschland ist diese Erkrankung der häufigste Grund für 

stationäre Behandlungen und eine der führenden Mortalitätsursachen (Statistisches 

Bundesamt 2014). Sie ist gekennzeichnet durch das Unvermögen des Herzens, eine 

ausreichende Perfusion und damit Sauerstoffversorgung des Organismus zu gewährleisten. 

Ursächlich sind in den meisten Fällen eine koronare Herzkrankheit mit daraus 

resultierender myokardialer Ischämie und eine zusätzliche oder singuläre arterielle 

Hypertonie (Ho et al. 1993). Daneben können u.a. nicht-ischämische Kardiomyopathien, 

myokardiale Entzündungen und strukturelle Herzerkrankungen wie z.B. Klappenvitien zur 

Entwicklung einer Herzinsuffizienz führen. Klinisch äußert sich die Herzinsuffizienz in 

einer verminderten körperlichen Belastbarkeit, Dyspnoe und Flüssigkeitsretention, welche 

bei Linksherzinsuffizienz pulmonal in Form eines Lungenödems und bei 

Rechtsherzinsuffizienz typischerweise in Form von Beinödemen auftritt. Der Grad der 

Dyspnoe bei körperlicher Belastung ist dabei die Grundlage der klinischen Einteilung der 

Herzinsuffizienz in die NYHA-Stadien. 

Pathophysiologisch spielt die Aktivierung neurohumoraler Systeme eine entscheidende 

Rolle bei der Entwicklung der Herzinsuffizienz. Im Vordergrund stehen dabei zum einen 

eine vermehrte Aktivität des sympathischen Nervensystems und zum anderen eine 

verstärkte Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS). Dadurch 

werden im Sinne eines Kompensationsmechanismus die Herzfrequenz, die myokardiale 
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Kontraktiliät und der Blutdruck erhöht, was initial die Herzleistung und Gewebeperfusion 

aufrechterhält. Langfristig führt die neurohumorale Aktivierung jedoch zu remodeling-

Prozessen, welche durch eine zunehmende Fibrotisierung und einen Funktionsverlust des 

Herzgewebes gekennzeichnet sind (El-Armouche und Eschenhagen 2009).  

Die derzeitigen prognoseverbessernden Therapieansätze zur Behandlung der Herz-

insuffizienz zielen auf eine Hemmung eben dieser neurohumoralen Systeme ab. 

Betablocker, ACE-Hemmer und Aldosteronrezeptor-Antagonisten stellen neben der 

symptomatischen Behandlung mit Diuretika die zentralen Medikamente in der 

leitliniengerechten Therapie der Herzinsuffizienz dar (McMurray et al. 2012). 

Insgesamt hat die Herzinsuffizienz jedoch trotz des Erfolgs dieses Therapiekonzeptes 

bezüglich Mortalität und Lebensqualität weiterhin eine schlechte Prognose. Nach wie vor 

versterben 50 % der Patienten innerhalb von 5 Jahren nach Diagnosestellung (Go et al. 

2013). 

 β-adrenerge Signalprozesse und elektromechanische Kopplung in 1.4

der Herzinsuffizienz 

In der Herzinsuffizienz lässt sich zum einen eine Desensitivierung β-adrenerger 

Signalprozesse, zum anderen eine pathologische Aktivitätsänderung von Effektoren der 

elektromechanischen Kopplung mit konsekutiver Dysbalance der intrazellulären Ca2+-

Homöostase beobachten. 

Die β-adrenerge Desensitivierung äußert sich in einer verminderten 

Kontraktilitätssteigerung des Herzens in Reaktion auf katecholaminerge Stimulation. 

Grundlagen dieses Desensitivierungsprozesses sind u.a. eine Herunterregulation von β1-AR 

(Bristow et al. 1982), eine Entkopplung von β-AR von Gs-Proteinen (Ungerer et al. 1993) 

und ein gesteigertes Gi-Signaling (Neumann et al. 1988). Außerdem wurden eine gesteigerte 

SR-assoziierte Aktivität von PP1 (Neumann et al. 1997) und eine geringere Expression und 

Phosphorylierung von I-1 (El-Armouche et al. 2004) festgestellt. Diese Desensitivierungs-

prozesse scheinen einen Schutzmechanismus des Herzens gegen einen erhöhten 

Sympathikotonus, welcher sich in erhöhten Plasmakonzentrationen von Katecholaminen 

bei Herzinsuffizienzpatienten äußert (Benedict et al. 1996; Thomas und Marks 1978), zu 

bieten. Entsprechend konnte in experimentellen Modellen eine Induktion der β-adrenergen 

Desensitivierung durch katecholaminerge Überstimulation hervorgerufen werden (Boknik 

et al. 2000; El-Armouche et al. 2007a; Eschenhagen et al. 1992). 
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Die Veränderung dieser Signalprozesse in der Herzinsuffizienz hat jedoch nicht eine 

globale Aktivitätsminderung aller Effektoren der β-adrenergen Signalkaskade zur Folge. So 

konnte zwar eine verminderte Phosphorylierung von TnI (Bodor et al. 1997), MyBP-C (El-

Armouche et al. 2007b) und PLB (Bartel et al. 1996) festgestellt werden, die Aktivität bzw. 

Phosphorylierung von LTCC (Schroder et al. 1998) und RyR2 (Marx et al. 2000) sind 

jedoch erhöht.  

Die verminderte PLB-Phosphorylierung führt im Zusammenhang mit einer geringeren 

SERCA-Expression zu einem verminderten Ca2+-Transport in das SR. Daneben hat die 

RyR2-Hyperphosphorylierung einen vermehrten diastolischen Ca2+-Verlust aus dem SR im 

Sinne eines SR-„Lecks“ zur Folge. Dies führt in der Summe zu einer erniedrigten SR-Ca2+-

Beladung, was für die kontraktile Dysfuntion in der  Herzinsuffizienz verantwortlich 

gemacht wird (Neef und Maier 2007). Zum anderen ist die Hyperphosphorylierung des 

RyR2 mit einer erhöhten Anfälligkeit für Arrhythmien assoziiert (Lehnart und Marks 2007). 

Pathophysiologisch führen hierbei die vermehrten Ca2+-Leckstöme zu einer verstärkten 

NCX-Aktivität, was einen vermehrten Na+-Einstrom zur Folge hat und damit das 

Auftreten von späten Nachdepolarisationen (DAD) triggert (Bers 2014). 

Die verminderten PLB-, TnI- und MyBP-C-Phosphorylierungen werden darüber hinaus 

mit der in der Herzinsuffizienz zu beobachtenden myokardialen Relaxationsstörung 

assoziiert (El-Armouche und Eschenhagen 2009). 

 Betablocker  1.5

Die Hauptwirkungen von Betablockern auf das Herz-Kreislaufsystem sind eine 

Verringerung des myokardialen Sauerstoffverbrauchs durch eine Reduktion der 

Herzleistung (durch negativ chronotrope und negativ inotrope Effekte), ein Schutz vor 

Arrhythmien (u.a. durch Automatie-supprimierende Effekte) und eine Senkung des 

Blutdrucks (u.a. durch eine Abnahme des Herzzeitvolumens, Resetting der Barorezeptoren 

und Hemmung der Reninsekretion) (Aktories et al. 2013). Es lassen sich unselektive 

Betablocker wie Propranolol, die sowohl auf β1- als auch β2-AR blockierend wirken, von β1-

selektiven Betablockern wie Metoprolol und Bisoprolol unterscheiden. Der unselektive 

Betablocker Carvedilol vermittelt zusätzlich durch einen Antagonismus an α1-

Adrenozeptoren (α1-AR) eine vasodilatierende Wirkung (Frishman 2007). Auch der β1-

selektive Betablocker Nebivolol hat zusätzliche vasodilatierende Effekte, welche durch eine 

Stimulation der NO-Produktion vermittelt werden (Rehsia und Dhalla 2010). 
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Die Rationale hinter der therapeutischen Anwendung von Betablockern in der 

Herzinsuffizienz besteht in einer Blockierung eines überaktiven sympathischen 

Nervensystems. In verschiedenen Tiermodellen wurde nachgewiesen, dass eine 

Überexpression von Komponenten der β-adrenergen Signalkaskade wie β1- (Engelhardt et 

al. 1999) und β2-AR (Du et al. 2000), der Gs-alpha-Untereinheit (Gαs) (Iwase et al. 1997) 

und der PKA (Antos et al. 2001) mit kontraktiler Dysfunktion, kardialem remodeling und 

einer erhöhten Arrhythmieanfälligkeit assoziiert ist. Die Herzinsuffizienzentwicklung 

konnte dabei durch Betablockertherapie in Gαs-transgenen Mäusen verhindert werden 

(Asai et al. 1999). Übereinstimmend wurde gezeigt, dass sich ein genetischer AC5-

Knockout (KO) protektiv in der Nachlast- und β-adrenerg induzierten Herzinsuffizienz 

auswirkt (Okumura et al. 2003; Okumura et al. 2007). Auch ein genetischer KO des PKA-

Verstärkers I-1 schützt vor kardialer Hypertrophie und Arrhythmien bei katecholaminerger 

Überstimulation (El-Armouche et al. 2008). Außerdem wurde eine Prävention hinsichtlich 

Angiotensin-induzierter kardialer Dysfunktion durch KO der katalytischen β-Untereinheit 

der PKA beschrieben (Enns et al. 2010). Im Gegensatz dazu konnte allerdings auch gezeigt 

werden, dass sich eine partielle Resensitivierung der β-adrenergen Signalkaskade durch 

Überexpression der AC6 nach experimentell induziertem Herzinfarkt positiv auf die 

Herzfunktion auswirkt (Lai et al. 2008). 

Die klinische Wirksamkeit von Betablockern hinsichtlich einer Mortalitätsreduktion bei 

Herzinsuffizienzpatienten wurde in mehreren klinischen Studien für Metoprolol (MERIT-

HF 1999), Bisoprolol (CIBIS-II 1999) und Carvedilol (Packer et al. 1996; Packer et al. 

2001) belegt. Auch Nebivolol hat sich in der Herzinsuffizienz als wirksam erwiesen, mit der 

Besonderheit, dass es bei einem Patientenkollektiv ≥ 70 Jahren getestet wurde (Flather et 

al. 2005). 

Die genauen Mechanismen des protektiven Effekts von Betablockern sind jedoch in 

vielerlei Hinsicht unklar. Die Blockade eines an sich kontraktionsfördernden Signalwegs in 

der Herzinsuffizienz ist kontraintuitiv und es erscheint unter therapeutischen 

Gesichtspunkten paradox, dass eine Betablockertherapie die Herzleistung zunächst 

herabsetzt (Eichhorn 1992). Entsprechend ist der Einsatz von Betablockern bei akuter 

kardialer Dekompensation kontraindiziert. Bei chronischer Herzinsuffizienz führen 

Betablocker allerdings im Therapieverlauf zu einer verbesserten Herzleistung (Hall et al. 

1995). Dabei konnte beobachtet werden, dass eine dauerhafte Blockade der β-AR  zum 

einen zur Resensitivierung β-adrenerger Signalprozesse führt (Heilbrunn et al. 1989) und 

zum anderen eine Normalisierung von Effektoren β-adrenergen Signalings wie eine 
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Stabilisierung der RyR2-Funktion zur Folge hat (Reiken et al. 2003). Der positive Effekt 

einer Betablockade beruht also nicht auf einer globalen Dämpfung, sondern auf einer 

funktionellen Verbesserung der pathologisch veränderten β-adrenergen Signalingkaskade. 

Darüber hinaus wurden protektive Effekte von Betablockern hinsichtlich oxidativer, 

apoptotischer und inflammatorischer Prozesse beschrieben (Kawai et al. 2004; Prabhu et al. 

2000). Verschiedene Signalwege werden diskutiert, die möglicherweise zusätzlich zur 

klassischen Gs/AC/cAMP-Kaskade durch Betablocker moduliert werden. Diese umfassen 

u.a. Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK), PI3K, Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK-

3), β3-AR-vermittelte Prozesse und Transkriptionsregulation über cAMP response element-

binding protein (CREB), nuclear factor of activated T-cells (NFAT) und Histon-Deacetylasen 

(HDACs) (Yang J et al. 2014). 

Ein genaueres Verständnis, welche Signalwege durch β-adrenerge Blockade moduliert 

werden, könnte somit helfen, wesentliche mechanistische Grundlagen ihres klinischen 

Benefits zu erklären damit Ansatzpunkte für die Charakterisierung neuer therapeutischer 

Interventionsmöglichkeiten in der Herzinsuffizienz bieten. 

 Calcium-Calmodulin-abhängige Kinase II (CaMKII) 1.6

Die Calcium-Calmodulin-abhängige Kinase II (CaMKII) ist eine Serin-Threonin-Kinase, 

welche strukturell ein Holoenzym darstellt, das aus zwei hexameren Ringen besteht. Jedes 

der zwölf Monomere besitzt drei Domänen: eine katalytische, eine regulatorische und eine 

Verbindungsdomäne. Es sind bisher vier CaMKII-Isoformen beschrieben worden (α, β, γ, 

δ), die unterschiedliche Gewebeverteilungen aufweisen. Im Herzen wird insbesondere die 

Isoform CaMKIIδ exprimiert, wobei die Splicevarianten δB und δC existieren (Anderson et 

al. 2011). Eine Aktivierung der CaMKII erfolgt bei einer Erhöhung der zytosolischen Ca2+-

Konzentration durch die Bindung von Ca2+/Calmodulin an die regulatorische Domäne. 

Diese Bindung führt zu einer Konformationsänderung des Enzyms, sodass in der Folge die 

katalytische Domäne freigelegt wird. Daneben spielt die Autophosphorylierung an Thr286 

bzw. 287 (abhängig von der Isoform) eine wichtige Rolle bei der Aktivitätsregulation des 

Enzyms. Diese Autophosphorylierung tritt nach erhöhter Frequenz von Ca2+/Calmodulin-

Bindung auf und erhöht zum einen die Affinität für Ca2+/Calmodulin, sodass die 

Enzymaktivität bei Absinken der intrazellulären Ca2+-Konzentration erhalten bleibt. Zum 

anderen kann die CaMKII unabhängig von Ca2+/Calmodulin autonom aktiv bleiben, 

indem die Autoinhibition der CaMKII verhindert wird (Anderson et al. 2011; Hudmon und 

Schulman 2002) (Abbildung 2). Die CaMKII-Aktivität unterliegt im Zusammenhang mit 
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der Autophosphorylierung auch einer negativen Regulation durch PP, indem diese die 

autophosphorylierte CaMKII dephosphorylieren (Zhang T und Brown 2004). 

 

Abbildung 2: Strukturelle Domänen der CaMKII. Jedes Monomer des CaMKII-Holoenzyms 

besitzt drei strukturelle Domänen: eine katalytische, eine regulatorische und eine 

Assoziationsdomäne. Durch CaM-Bindung an die regulatorische Domäne wird das Enzym 

aktiviert, indem eine Konformationsänderung stattfindet, die eine Phosphorylierung von 

Zielproteinen ermöglicht. Durch Autophosphorylierung an Threonin-286/7 bleibt die CaMKII 

autonom aktiv, unabhängig von CaM-Bindung. Nach Anderson et al. 2011 und Maier und Bers 

2002. 

Darüber hinaus kann eine Aktivierung der CaMKII durch Oxidation an Met281/282 

erfolgen, wobei auch hier - ähnlich wie bei der Autophosphorylierung - eine von 

Ca2+/Calmodulin-Bindung autonome Aktivität beobachtet werden konnte (Erickson et al. 

2008). Als weitere Aktivationsmöglichkeiten der CaMKII wurden Glykosylierung (Erickson 

et al. 2013) und Nitrosylierung (Gutierrez et al. 2013) beschrieben. 

Die myokardiale CaMKII spielt eine regulatorische Rolle bei der elektromechanischen 

Kopplung, der zelluläre Elektrophysiologie und der Genexpression. Substrate der 

aktivierten CaMKII hinsichtlich des zellulären Ca2+-cyclings und kontraktiler Prozesse sind 

u.a. LTCC, PLB und RyR2. So wird bespielsweise die SR-Ca2+-Aufnahme und -Freisetzung 

durch Phosphorylierung von PLB (an Threonin 17) und RyR2 (an Serin 2814) moduliert. 

Bezüglich der Modulation kardialer Ionenkanäle wurde eine Regulation von Ca2+-Strömen 

durch Phosphorylierung von LTCC, von Na+-Strömen durch Interaktion mit NaV1.5-
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Kanälen und von K+-Strömen durch Beeinflussung von KV1.4 und KV4.3-Kanälen 

beschrieben (Anderson et al. 2011). Als Mechanismen der Regulation der Genexpression 

wurden u.a. eine Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors CREB (Sheng et al. 1991) 

und von HDACs (Backs et al. 2006) identifiziert. 

 CaMKII in der Herzinsuffizienz 1.7

Eine vermehrte Expression und Aktivierung der myokardialen CaMKII konnte sowohl in 

der menschlichen als auch in der experimentellen Herzinsuffizienz beobachtet werden 

(Fischer et al. 2014; Kirchhefer et al. 1999; Zhang T et al. 2003). Die Rolle der CaMKII in 

der Pathophysiologie der Herzinsuffizienz wurde in verschiedenen Tiermodellen 

untersucht. Eine herzspezifische Überexpresssion der CaMKIIδC im Mausmodell ist mit der 

Entwicklung einer dilatativen Kardiomyopathie mit massiver kontraktiler Dysfunktion 

(siehe Abbildung 3), einer erhöhten Anfälligkeit für Arrhythmien und einer erhöhten 

Sterblichkeit assoziiert (Maier et al. 2003; Zhang T et al. 2003).  

 

Abbildung 3: Dilatative Kardiomyopathie und kontraktile Dysfunktion in CaMKIIδC-

transgenen Mäusen. Vergleichende echokardiographische M-Mode Aufnahmen einer Wildtyp- 

(A) und CaMKIIδC-transgenen Maus (B) im Alter von 10 Wochen. Es zeigt sich eine deutliche 

Dilatation (zu beachten ist die unterschiedliche Skalierung der y-Achse) und Kontraktions-

einschränkung des linken Ventrikels in den CaMKIIδC-transgenen Tieren. 

Als Grundlage für diesen Phänotyp wird u.a. eine pathologische Veränderung der 

intrazellulären Ca2+-Homöostase angenommen. In den CaMKIIδC-transgenen Mäusen 

konnte zum einen eine verringerte SERCA- und PLB-Expression, zum anderen eine 

erhöhte Aktivität des NCX und eine Hyperphosphorylierung des RyR2 beobachtet werden. 

Diese CaMKII-abhängige Hyperphosphorylierung ist mit einem vermehrten diastolischen 
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Ca2+-Verlust aus dem SR im Sinne eines „lecken“ RyR2 assoziiert. Die RyR-Dysfunktion 

wird zusammen mit einer verminderten SERCA-Aktivität als Ursache für die 

eingeschränkte Kontraktilität auf der Grundlage eines verringerten SR-Ca2+-Gehalts 

angesehen. Das vermehrte SR-Ca2+-Leck wird außerdem im Zusammenhang mit der 

erhöhten NCX-Aktivität für die erhöhte Arrhythmieneigung in diesem Modell 

verantwortlich gemacht (Maier 2005).  

Neben diesen Effekten auf die Prozesse der elektromechanischen Kopplung scheint die 

CaMKII an der Aktivierung von Genen beteiligt zu sein, welche die Entwicklung einer 

Herzinsuffizienz begünstigen. Als Mechanismus wurde beispielsweise eine CaMKII-

abhängige Phosphorylierung des Transkriptionsrepressors HDAC4 beschrieben. Die 

Phosphorylierung von HDAC4 hat eine vermehrte Expression von mit Hypertrophie und 

remodeling assoziierten Genen unter Kontrolle des Transkriptionsfaktors MEF2 zur Folge 

(Backs et al. 2006). 

Dem gegenüber hat sich eine Hemmung der myokardialen CaMKII in verschiedenen 

experimentellen Herzinsuffizienzmodellen als protektiv erwiesen. Es wurde u.a. gezeigt, 

dass sich eine CaMKII-Inhibition nach Myokardinfarkt schützend gegenüber kontraktiler 

Dysfunktion, Störungenen der Ca2+-Homöostase und kardialen remodeling-Prozessen 

auswirkt (Zhang R et al. 2005). Im Ischämie-Reperfusionsmodell wurde außerdem ein 

verringertes Auftreten apoptotischer Prozesse unter mitochondrialer Inhibition der 

CaMKII festgestellt (Joiner et al. 2012). Daneben sind für einen genetischen KO der 

CaMKIIδ protektive Effekte hinsichtlich Hypertrophie- und Fibroseentwicklung im 

Modell der Nachlast-induzierten Herzinsuffizienz durch transverse Aortenkonstriktion 

(TAC) beschrieben worden (Ling et al. 2009). 

 Crosstalk zwischen β-adrenerger Signalkaskade und CaMKII-1.8

Aktivierung 

Es gibt zunehmende Evidenz für einen pathophysiologisch relevanten crosstalk zwischen 

einer Stimulation der β-adrenergen Signalkaskade und Aktivierung der CaMKII. So konnte 

eine vermehrte Phosphorylierung von PLB und RyR2 an den CaMKII-

Phosphorylierungsstellen Thr17 bzw. Ser2814 nach β-adrenerger Stimulation festgestellt 

werden (Ferrero et al. 2007; Kuschel et al. 1999). Verschiedene crosstalk-Mechanismen 

werden diskutiert. Zum einen wird ein Anstieg der cytosolischen Ca2+-Konzentration durch 

PKA-abhängige Aktivierung von LTCC und RyR2 als Ursache für die Steigerung der 
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CaMKII-Aktivität angenommen. Zum anderen wird die Autophosphorylierungsstelle der 

CaMKII durch PP1 reguliert. PP1 unterliegt wiederum einer inhibitorischen Regulation 

durch I-1, welcher durch PKA-abhängige Phosphorylierung (an Thr35) aktiviert wird, 

sodass eine PKA-abhängige vermehrte Autophosphorylierung der CaMKII möglich ist 

(Grimm M und Brown 2010). Ein möglicher alternativer crosstalk Mechanismen besteht in 

einer cAMP-abhängigen Aktivierung von Epac, welches via Phospholipase Cε (PLCε) / 

Proteinkinase Cε (PKCε) oder Interaktion mit β-Arrestin die CaMKII aktiviert (Mangmool 

et al. 2010; Oestreich et al. 2009). Darüber hinaus wird eine CaMKII-Aktivierung durch 

Oxidation als Antwort auf vermehrte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies nach Stimulation 

der β-adrenergen Signalkaskade angenommen (Curran et al. 2014).  

 

Abbildung 4: Crosstalk zwischen β-adrenerger Signalkaskade und CaMKII-Aktivierung. Zu 

den diskutierten Mechanismen gehören u.a. eine PKA-abhängige Erhöhung der zytosolischen Ca2+-

Konzentration via LTCC und RyR2-Aktivierung mit konsekutiver CaMKII-Aktivierung über 

Ca2+/Calmodulin, eine cAMP-abhängige Epac-Aktivierung mit nachfolgender Stimulation der 

CaMKII möglicherweise unter Vermittlung von β-Arrestin oder PLCε/PKCε und eine Inhibition 

der PP1-abhängigen Dephosphorylierung der CaMKII-Autophosphorylierungsregion (Thr286/7) 

durch PKA-vermittelte I-1-Phosphorylierung. Nach Grimm M et al. 2011 und Grimm M und  

Brown 2010.  

Mehrere experimentelle Befunde weisen darauf hin, dass schädliche Effekte einer β-

adrenergen Überstimulation auf die kardiale Morphologie und Funktion durch die CaMKII 
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vermittelt werden. So wurde u.a. gezeigt, dass katecholaminerge Überaktivierung CaMKII-

abhängig zu vermehrter myokardialer Apoptose führt (Zhu WZ et al. 2003). Hinsichtlich 

der Ca2+-Homöostase konnte nach β-adrenerger Stimulation ein vermehrtes SR-Leck auf 

der Grundlage einer CaMKII-abhängige Hyperphosphorylierung des RyR2 beobachtet 

werden (Grimm M et al. 2015).  

Übereinstimmend konnte ein Schutz vor Isoprenalin-induziertem kardialem remodeling 

durch eine Inhibition der CaMKII beobachtet werden (Zhang R et al. 2005). Außerdem ist 

eine Reduktion katecholaminerg induzierter Arrhythmien durch CaMKII-Hemmung 

beschrieben worden (Sag et al. 2009).  

Die experimentellen Hinweise zum einen hinsichtlich des crosstalks zwischen β-adrenerger 

Signalkaskade und CaMKII-Aktivierung und zum anderen bezüglich der CaMKII-

mediierten schädlichen Effekte unter β-adrenerger Stimulation lassen vermuten, dass die 

protektiven Effekte einer Betablockertherapie in der Herzinsuffizienz zum Teil auf einer 

Hemmung CaMKII-abhängiger maladaptiver Prozesse beruhen. 

Inwieweit eine Betablockertherapie tatsächlich die kardiale CaMKII-Aktivität und CaMKII-

abhängige Signalwege beeinflusst, wurde jedoch bisher in keiner Studie untersucht. 

 Zielsetzung 1.9

Ein wesentliches pathophysiologisches Merkmal der Herzinsuffizienz ist eine 

Überaktivierung des sympathischen Nervensystems. Betablocker stellen eine der 

Hauptsäulen in der Therapie der Herzinsuffizienz dar, wobei jedoch viele Mechanismen 

ihres klinischen Benefits nach wie vor unklar sind. Es gibt zunehmende Hinweise darauf, 

dass die CaMKII ein Effektor pathologisch überaktivierter β-adrenerger Signalwege ist. In 

dieser Arbeit soll analysiert werden, wie sich eine chronische Betablockertherapie auf die 

Aktivität der CaMKII auswirkt. Dadurch ließe sich beurteilen, ob die protektive 

Betablockerwirkung in der Herzinsuffizienz partiell durch eine Modulation der CaMKII-

Aktivität erklärbar ist.  

Im Einzelnen sollen die folgenden Aspekte untersucht werden: 

- Bestimmung der CaMKII-Aktivität in menschlichen Herzproben von Patienten mit 

und ohne Betablockertherapie  

- Etablierung einer Betablockertherapie in CaMKIIδC-transgenen Mäusen - einem 
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experimentellen Modell der CaMKII-induzierten Herzinsuffizienz - und 

anschließende Analyse des Effekts einer chronischen Betablockade auf den 

kardialen Phänotyp und die CaMKII-Aktivität in diesem Mausmodell 
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2 Material und Methoden 

 Humane Proben 2.1

Die Proben von Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz stammen aus der Klinik für 

Kardiologie und Pneumologie der Universitätsmedizin Göttingen (AG Prof. Lars Maier, 

AG Prof. Samuel Sossalla). Das ventrikuläre Myokardgewebe wurde im Rahmen von 

Herztransplantationsoperationen entnommen. Die Gewebeentnahme erfolgte unter dem 

Ethikantrag „Funktionelle, biochemische und molekularbiologische Charakterisierung von 

Gewebeproben aus explantierten menschlichen Herzen“ (Antragsnummer 31/9/00). 

Die atrialen Proben von primär nicht herzinsuffizienten Patienten stammen aus der Klinik 

für Innere Medizin und Kardiologie der Technischen Universität Dresden (Prof. Ruth 

Strasser) und der Klinik für Kardiologie und Pneumologie der Universitätsmedizin 

Göttingen (AG Prof. Lars Maier, AG Prof. Samuel Sossalla). Die Probenentnahme erfolgte 

im Rahmen von Herzoperationen (Bypass- und/oder Aortenkplappenersatz- und/oder 

Mitralklappenreparaturoperation) unter den Ethikanträgen „Einfluss von chronischem 

Vorhofflimmern auf die elektrophysiologischen Eigenschaften des Vorhofs bei Patienten 

mit KHK oder Herzklappenfehlern“ (Bearbeitungsnummer EK 446122011),  

„Funktionelle, biochemische und molekularbiologische Charaktierisierung von 

menschlichem Vorhofmyocard anhand von Gewebeproben aus dem rechten Vorhofohr“ 

(Antragsnummer 21/10/00) und „Assoziation struktureller, proteinbiochemischer und 

funktioneller Veränderungen in Vorhofmyokard mit Auftreten von Vorhofflimmern“ 

(Antragsnummer 14/9/11). Eine tabellarische Übersicht über die anonymisierten 

Patientencharakteristika wie Alter, Geschlecht, Ejektionsfraktion (EF) und 

Begleitmedikation befindet sich im Ergebnisteil. 

Die Gewebeproben wurden im Rahmen dieser Arbeit für Proteinanalytik verwendet. 

 Mausmodell 2.2

Für die Experimente dieser Arbeit wurde eine transgene Mauslinie mit herzspezifischer 

Überexpression der CaMKIIδC verwendet. Die Generierung dieser Mauslinie wurde von 

Zhang et al. beschrieben (Zhang T et al. 2003). Für die Versuche in dieser Arbeit wurden 

heterozygot CaMKIIδC-transgene Männchen auf Black Swiss Hintergrund mit weiblichen 
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Wildtyp-Mäusen auf Bl6/J Hintergrund verpaart. Alle Experimente wurden an den 

CaMKIIδC-transgenen Mäusen (TG) und Wildtyp (WT)-Wurfgeschwistern der F1-

Generation mit gemischtem Black Swiss (50 %) x Bl6/J (50 %) Hintergrund durchgeführt. 

 Zucht der Versuchstiere 2.3

Die in dieser Arbeit verwendeten Mäuse wurden in der Zentralen Tierexperimentellen 

Einrichtung der Universitätsmedizin Göttingen gezüchtet und untergebracht. Die 

Experimente wurden im Rahmen des Tierversuchsantrags „Auswirkungen eines 

genetischen Knockouts von lnhibitor-1 auf die Herzinsuffizienzprogression und 

Arrhythmie-Neigung in CaMKII-Transgenen und RyR2474S-Knockin Mäusen und 

direkter Vergleich mit einer oralen Betablocker-Therapie“ (Aktenzeichen 33.14-42502-04-

11/0579) durchgeführt. 

 Genotypisierung 2.4

Die Genotypisierung erfolgte mit genomischer DNA aus Schwanzspitzenbiopsien ca. 5 

Tage alter Mäuse. Jede Probe wurde mit 250 µl Digestionspuffer (50 mM Tris-HCl, 

100 mM EDTA, 0,5 % SDS, pH 8,0) und 400 µg/ml Proteinase K über Nacht bei 55 °C 

inkubiert. Anschließend erfolgte eine Zugabe von 250 µl DNA-Isolationsreagenz für 

genomische DNA (Applichem). Nach 5 min Inkubation wurde die DNA mit 500 µl abs. 

Ethanol gefällt, die Proben für 11 min mit 11.000 rpm zentrifugiert und der Überstand 

abgesaugt. Danach wurde das DNA-Pellet zweimal mit 250 µl Ethanol 95 % gewaschen 

und jeweils für 1 min bei 1500 rpm zentrifugiert, der Überstand danach jeweils abgesaugt. 

Das DNA-Pellet wurde 1 h an der Luft trocknen gelassen, anschließend in 50 µl LowTE-

Puffer (10 mM Tris-HCl, 0,1 mM EDTA, pH 8,0) aufgenommen und für 1 h bei 37 °C 

inkubiert. 

Die DNA-Amplifikation erfolgte mittels PCR. Dabei wurden die DreamTaqTM Green 

DNA Polymerase und 10 x DreamTaqTM Green Buffer mit 20 mM MgCl2 (Thermo 

Scientific) verwendet. Der Reaktionsansatz wurde wie in Tabelle 1 aufgeführt pipettiert. 

Das verwendete PCR-Programm ist in Tabelle 2 dargestellt. 
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Tabelle 1: Reaktionsansatz  für die PCR zur Genotypisierung der CaMKIIδC. Es wurde ein 

Gesamtvolumen von 50 µl eingesetzt. 

Substanz Volumen (µl) 

CaMK forward (for) Primer 1 

CaMK reverse (rev) Primer 1 

PCR-Puffer 10 x 5 

dNTPs (25 mM) 1 

Taq-Polymerase (5 U/µl) 0,4 

DNA-Template 2 

Aqua ad injectabilia 39,6 

 

Tabelle 2: PCR-Programm zur Genotypisierung der CaMKIIδC. 

PCR-Schritt Temperatur (°C) Zeit (min) Zyklen 

Initiale 

Denaturierung 

94 5 1 

Denaturierung 94 1  

   35 Hybridisierung 63 1 

Elongation 72 2 

Finale Elongation 72 10 1 

Kühlung 4 ∞  

 

Die DNA wurde anschließend in der Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. Dazu wurde 

ein 1,5 % Agarose-Gel durch Aufkochen von Agarose in TAE-Puffer (40 mM Tris-HCl, 

20 mM Essigsäure, 1 mM EDTA, pH 8,5) hergestellt. In dieses Gel wurden 0,2 µl/ml 

Ethidiumbromid hinzugegeben. Die horizontale Gelelektrophorese erfolgte für 60 min bei 

100 V. Als Marker wurde GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific) 

verwendet. Die DNA-Banden wurden anschließend unter UV-Licht am GelDocTM XR 

System (Bio-Rad) sichtbar gemacht und fotografiert. 
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Abbildung 5: Exemplarisches CaMKIIδC Gentotypisierungsergebnis. Die PCR-Produkte 

wurden in der Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. M: Marker (GeneRulerTM 100 bp Plus DNA 

ladder); TG: CaMKIIδC-transgen; WT: Wildtyp; pos: Positivkontrolle; neg: Negativkontrolle. 

Die Genotypisierungen wurden von Ursula Leonhardt (Institut für Pharmakologie und 

Toxikologie, Universitätsmedizin Göttingen), Kim Hansing (Klinik für Kardiologie und 

Pneumologie, Universitätsmedizin Göttingen) oder mir durchgeführt. 

 Metoprolol-Applikation 2.5

Für die Tierversuche dieser Arbeit wurde Metoprolol als β1-selektiver Betablocker 

verwendet. Dieser Betablocker wurde unter folgenden Gesichtspunkten ausgewählt: 

- Metoprolol ist der aktuell in Deutschland am meisten verschriebene Betablocker 

(Arzneimittelreport 2015) 

- Die orale Applikation von Metoprolol in Mäusen ist etabliert (Harding et al. 2001; 

Thireau et al. 2012) 

- Es gibt experimentelle Hinweise, dass die CaMKII β1-AR-spezifisch aktiviert wird 

(Yoo et al. 2009) 

Metoprolol (Sigma-Aldrich) wurde im Trinkwasser der Versuchstiere gelöst und dieses in 

lichtundurchlässige Trinkflaschen gefüllt. Für die Experimente zur Dosisetablierung wurde 

Metoprolol in verschiedenen Dosierungen angewandt und für die weiteren Versuche in der 

Dosierung 270 mg/kg/d verabreicht. Bei der Konzentrationsberechnung des Metoprolols 

im anzusetzenden Trinkwasser wurde eine durchschnittliche Trinkmenge von 3,2 ml/d für 

eine 30 g schwere Maus angenommen (Jelinek 2013). Die Metoprolol-Konzentration im 

Trinkwasser (X) lässt sich für eine gewünschte Tagesdosis (TD) damit berechnen als: 
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 Dobutamin Dosis-Wirkungs-Kurven 2.6

Die Experimente wurden an WT-Mäusen im Alter von ca. 10 Wochen durchgeführt. 

Vorausgehend waren die Tiere für mindestens eine Woche mit der entsprechenden oralen 

Metoprolol-Dosierung behandelt worden. Die Herzfrequenzmessung erfolgte mit einem 

Vevo® 2100 Echokardiographie-System (Visual Sonics). Die Mäuse wurden mit Isofluran 

(2 vol%, 1 l O2 / min) anästhesiert und in Rückenlage auf dem Maustisch des 

Echokardiographie-Systems fixiert. Über diesen Tisch erfolgte eine EKG-Ableitung an den 

Extremitäten der Maus. Die gesamte Messung wurde unter Maskennarkose mit Isofluran 

(1,5 vol%, 1 l O2 / min) unter Konstanthaltung der Körpertemperatur der Versuchstiere 

mittels Wärmeplattenfunktion des Maustisches und Temperaturmessung per Rektalsonde 

durchgeführt. Dobutamin wurde in aufsteigenden Dosierungen (0,03 mg/kg bis 

100 mg/kg) intraperitoneal injiziert und der für jede Dosis maximale Herzfrequenzanstieg 

gemessen. 

 Überlebensstudie 2.7

Für die Überlebensstudie wurden mit dem Programm GraphPad Prism Kaplan-Meier-

Kurven erstellt. Dabei wurden Tiere, die am Ende des Beobachtungszeitraums noch nicht 

gestorben waren, als zensierte Daten einberechnet.  

 Echokardiographie 2.8

Die echokardiographischen Untersuchungen wurden mit einem Vevo® 2100 

Echokardiographie-System (Visual Sonics) durchgeführt. Die Messungen erfolgten einmal 

vor Beginn der Betablockertherapie im Alter von 4 Wochen und zu mehreren Zeitpunkten 

nach Beginn der Metoprolol-Behandlung (Tag 3, Tag 10, Tag 24, Tag 38). Die Tiere 

wurden mit 2 vol% Isofluran (in 1 l O2 / min) in einer Induktionskammer anästhesiert und 

anschließend an den Extremitäten in Rückenlage auf dem Maustisch des 

Echokardiographie-Systems fixiert. Die gesamten Messungen erfolgten unter 

Maskennarkose mit 1,5 vol% Isofluran (in 1 l O2 / min) unter Konstanthaltung der 
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Körpertemperatur, welche per Rektalsonde detektiert wurde, und der Herz- und 

Atemfrequenz, welche über die Elektroden des Maustisches gemessen wurden (unter 

Verwendung von SignaGel® Elektrodengel). Nach Enthaarung des ventralen Thorax der 

Mäuse mittels Haarentfernungsspray (Veet® Easy-Spray) wurde vorgewärmtes 

Ultraschallgel (EcoGel 100 Imaging Ultrasound) auf den Thorax aufgetragen. Die 

Aufnahmen wurde mit einem 30 MHz Schallkopf durchgeführt. Zunächst erfolgte die 

Aufnahme der parasternalen Längsachse im B-Mode mit Darstellung des linken Ventrikels 

von der Herzspitze bis zum linksventrikulären Ausflusstrakt mit Aortenklappe und 

Übergang in die Aorta. Anschließend wurde der Schallkopf um 90° gedreht und in der 

parasternalen kurzen Achse der linke Ventrikel in der midpapillären Ebene dargestellt. Der 

Aufnahme im B-Mode wurde eine M-Mode-Aufnahme in der parasternalen kurzen Achse 

in gleicher Ebene angeschlossen. Die aus den echokardiographischen Bildern bestimmten 

Parameter sind in Tabelle 3 und Abbildung 6 dargestellt. Tabelle 4 bietet eine Übersicht 

über die davon abgeleiteten Parameter. 

 

Tabelle 3: Echokardiographische Messparameter. 

Parasternale Längsachse: 

Abkürzung Parameter 

Ld Linksventrikulärer Längsdurchmesser in der Diastole 

Ls Linksventrikulärer Längsdurchmesser in der Systole 

Parasternale kurze Achse: 

Abkürzung Parameter 

LVIDd Linksventrikulärer innerer Querdurchmesser in der Diastole 

LVIDs Linksventrikulärer innerer Querdurchmesser in der Systole 

AWThd Linksventrikuläre Vorderwanddicke in der Diastole 

AWThs Linksventrikuläre Vorderwanddicke in der Systole 

PWThd Linksventrikuläre Hinterwandwanddicke in der Diastole 

PWThs Linksventrikuläre Hinterwandwanddicke in der Systole 

Aread Linksventrikuläre innere (intraendokardiale) Fläche in der Diastole 

Areas Linksventrikuläre innere (intraendokardiale) Fläche in der Systole 

Epid Linksventrikuläre äußere (intraepikardiale) Fläche in der Diastole 
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Abbildung 6: Exemplarische echokardiographische Aufnahmen mit Darstellung der 

Messparameter. (A) Aufnahme der parasternalen Längsachse im B-Mode mit (1) 

linksventrikulärem Längsdurchmesser (L). (B) Aufnahme der parasternalen kurzen Achse im B-

Mode mit (1) Umrandung der linksventrikulären äußeren (intraepikardialen) Fläche, (2) Umrandung 

der linksventrikulären inneren (intraendokardialen) Fläche (Area), (3) linksventrikulärer 

Vorderwanddicke (AWTh), (4) linksventrikulärem innererem Querdurchmesser (LVID), (5) 

linksventrikulärer Hinterwanddicke (PWTh). (C) Aufnahme der parasternalen kurzen Achse im M-

Mode mit (1) linksventrikulärer Vorderwanddicke in der Diastole (AWThd), (2) linksventrikulärem 

innererm Querdurchmesser in der Diastole (LVIDd), (3) linksventrikulärer Hinterwanddicke in der 

Diastole (PWThd), (4) linksventrikulärer Vorderwanddicke in der Systole (AWThs), (5) 

linksventrikulärem innererm Querdurchmesser in der Systole (LVIDs), (6) linksventrikulärer 

Hinterwanddicke in der Systole (PWThs). 

 

Tabelle 4: Abgeleitete echokardiographische Parameter. 

Abkürzung Parameter Berechnung 

FS (%) Fractional shortening (LVIDd - LVIDs) / LVIDd x 100 

FAS (%) Fractional area shortening (Aread - Areas) / Aread x 100 

LVEDV (µl) Linksventrikuläres 

enddiastolischen Volumen 

5/6 x Ld x Aread  
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LVESV (µl) Linksventrikuläres 

endsystolisches Volumen 

5/6 x Ls x Areas 

SV (µl) Schlagvolumen LVEDV - LVESV 

EF (%) Ejektionsfraktion (LVEDV - LVESV) / LVEDV x 100 

CO (ml/min) Herzminutenvolumen SV x Herzfrequenz / 1000 

LVW (mg) Linksventrikuläres Gewicht 1,05 x 5/6 x [Epid x (Ld + (AWThd + 

PWThd) / 2)) - 5/6 Aread x Ld] 

Durch den Faktor 1,05 wird hierbei das 

spezifische Gewicht des Herzmuskels 

berücksichtigt 

 

Die Echokardiographischen Messungen wurden von Roland Blume und Marcel Zoremba 

(Institut für Pharmakologie und Toxikologie, Universitätsmedizin Göttingen) durchgeführt 

und von mir ausgewertet. 

 Blutdruckmessung 2.9

Die Blutdruckmessungen erfolgten nicht-invasiv mit einem CODA® Tail-cuff System (Kent 

Scientific) bei 12-14 Wochen alten Mäusen (nach 8-10 Wochen Betablockerbehandlung). 

Die Mäuse wurden im wachen Zustand auf einer Wärmeplatte in einer Tierhalterung 

(Plexiglasröhre) positioniert, die aufblasbare Druckmanschette proximal und der 

Pulssensor distal am Schwanz der Tiere angebracht. Nach einer Gewöhnungszeit von 

10 min wurden bei jedem Tier 5 aufeinanderfolgende Werte des systolischen (RRSys), 

diastolischen (RRDia) und mittleren arteriellen Blutdrucks (MAP) für die Berechnung eines 

jeweiligen Mittelwertes gemessen.  

 Langzeit-EKG Aufnahmen 2.10

Die EKG-Aufnahmen wurden mit einem PhysioTelTM Telemetriesystem der Firma Data 

Sciences International (DSI) an wachen, sich frei bewegenden Mäusen im Alter von 12-14 

Wochen (nach 8-10 Wochen Betablockerbehandlung) durchgeführt. Für die Messungen 

wurden den Tieren im Alter von ca. 10 Wochen EKG-Transmitter (TA11-ETA-F10, DSI) 

subkutan implantiert. Dazu wurden die Mäuse in einer Induktionskammer mit Isofluran 

(2 vol% in 1 l O2 / min) anästhesiert und auf einer Wärmeplatte positioniert. Die 

intraoperative Narkose erfolgte über Maskenbeatmung mit 1,5-2 vol% Isofluran (in 
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1 l O2 / min). Nach Enthaarung (mittels Enthaarungsspray Veet® Easy-Spray) und 

alkoholischer Desinfektion des ventralen Thorax wurde eine ca. 1,5 cm lange mediane 

thorakale Hautinzision durchgeführt. Anschließend wurde das unter der Haut liegende 

Gewebe präpariert, der EKG-Transmitter in eine subkutane Tasche auf dem Rücken der 

Maus vorgeschoben, die Negativelektrode rechts thorakal auf dem Musculus pectoralis und 

die Positivelektrode ca. 1 cm links des Processus xiphoideus mit je 2 Nähten an der 

Muskelfaszie fixiert. Im Anschluss wurde der thorakale Hautschnitt durch 

Einzelknopfnähte verschlossen. Die Schmerztherapie erfolgte durch Metamizolapplikation 

über das Trinkwasser (300 mg/kg, begonnen 2 Tage vor und fortgeführt bis 7 Tage nach 

der Operation) und eine subkutane Injektion von Buprenorphin (0,05 mg/kg) vor Beginn 

der Operation. Nach einer postoperativen Erholungszeit von 2 Wochen wurden EKG-

Aufnahmen für 12 Stunden über Nacht durchgeführt. Die EKG-Aufzeichnung und -

Analyse erfolgte mit der Software Ponemah (DSI). Die EKG-Aufnahmen wurden manuell 

nach arrhythmischen Ereignissen wie ventrikulären Extrasystolen (VES), ventrikulären 

Salven und ventrikulären Tachykardien (VTs) durchsucht. Die Arrhythmie-Klassifikation 

erfolgte nach den Lambeth Conventions (Walker et al. 1988). Demnach werden 2-3 

aufeinander folgende VES als Salve und ≥4 aufeinander folgende VES als VT bezeichnet. 

Beispiele für arrhythmische Ereignisse sind in Abbildung 7 dargestellt. 

 

Abbildung 7: Übersicht über ventrikuläre Arrhythmien in telemetrischen EKG-Auf-

zeichnungen. (A) Regulärer Sinusrhythmus. (B) VES: charakteristisch sind ein frühzeitiger Einfall 
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des Kammerkomplexes, eine Verbreiterung und Deformierung des Kammerkomplexes und eine 

auf den Kammerkomplex folgende kompensatorische Pause. (C) Salve (2-3 aufeinander folgende 

VES). (D) VT (≥4 aufeinander folgende VES). 

 Organentnahme und biometrische Daten 2.11

Zur Organentnahme wurden die Tiere durch zervikale Dislokation nach vorheriger 

Narkotisierung mit Isofluran getötet. Zur Erfassung biometrischer Daten wurden die 

Herzen und Lungen 12-14 Wochen alter Mäuse (nach 8-10 Wochen 

Betablockerbehandlung) entnommen, abgetupft, gewogen und auf die Tibialänge, welche 

mit einem Messschieber bestimmt wurde, normiert. Ventrikuläres Gewebe für 

Proteinanalytik wurde mit NaCl gespült und anschließend in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren. Ventrikuläres Gewebe für histologische Analysen wurde mit PBS gespült 

und anschließend in 4 % PFA fixiert. 

 Proteinanalytik 2.12

2.12.1 Probenvorbereitung 

Das bei -80° C gelagerte myokardiale Gewebe wurde tiefgefroren pulverisiert und 

anschließend in Kraniaspuffer (30 mmol/L Tris/HCl, pH 8,8, 5 mmol/L EDTA, 

30 mmol/L NaF, 3 % SDS, 10 % Glycerol + Protease Inhibitor Cocktail + Phosphatase 

Inhibitor Cocktail) gelöst. Dazu wurde das Gewebe 1:10 mit Kraniaspuffer versetzt und 

mit Hilfe von Stahlkugeln im Tissue Lyser 3 x 30 Sekunden homogenisiert. Das 

Homogenat wurde anschließend zentrifugiert (für 10 min, 13.000 rpm bei 

Raumtemperatur) und der Überstand für die Proteinanalytik verwendet. Die 

Proteinkonzentrationsbestimmung in den Lysaten erfolgte nach der Bradford-Methode 

(Bradford 1976). Dazu wurde am Photometer eine Stardardkurve mit bovinem IgG 

(Sigma-Aldrich) erstellt, die Extinktion der Proben bei 595 nm gemessen und die jeweilige 

Proteinkonzentration anhand der Standardkurve berechnet. 

2.12.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) erfolgte nach der Lämmli-

Methode (Laemmli 1970). Zunächst wurden die Proben 6:1 in 6-fach Lämmli-Puffer 

(40 mM Tris-HCl, pH 6,8, 2 % SDS, 10 % Glycerol, 100 mM DTT, 0,01 % 

Bromphenolblau) aufgenommen. Anschließend erfolgte die Denaturierung für 5 min bei 
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95 °C bzw. für die RyR2 Western Blots für 15 min bei 40 °C. Die Auftrennung in der SDS-

PAGE erfolgte in Polyacrylamidgelen, bestehend aus Sammelgel mit einem Acrylamid/Bis-

Acrylamid-Anteil von 5 % (125 mM Tris-Base, pH 6,8, 5 % Acrylamid/Bis-Acrylamid-

Lösung, 0,1 % SDS, 0,1 % APS, 0,08 % TEMED) und Trenngel mit einem Acrylamid/Bis-

Acrylamid-Anteil von 6-18 %, je nach Proteingröße (375 mM Tris-Base, pH 8,8, 6-18   

Acrylamid/Bis-Acrylamid-Lo sung, 0,1 % SDS, 0,1 % APS, 0,03 % TEMED). Von jeder 

Probe wurden 15 µg Protein auf das Gel geladen und die Elektrophorese im 

Elektrophoresepuffer (25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS) bei 80 V für 15 min 

und anschließend bei 120 V durchgeführt. Die Größenbestimmung der aufgetrennten 

Proteine erfolgte anhand des auf dem Gel mitgeführten Molekulargewichtsmarkers 

(Precision Plus ProteinTM Standard, Bio-Rad).  

2.12.3 Western Blot 

Der Transfer der in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine erfolgte im Nassblotverfahren 

in Transferpuffer (25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin, 20 % Methanol) bei 400 mA für 75-

90 min (je nach Proteingröße). Dabei wurden für die PLB Western Blots PVDF-

Membranen (0,2 µm Porengröße) verwendet, für alle anderen Proteine Nitrozellulose-

Membranen (0,45 µm Porengröße). Die PVDF-Membran wurden vor dem Transfer 30 sec 

mit Methanol aktiviert, danach 3 min mit ddH2O gewässert und mindestens 10 min in 

Transferpuffer vorkalibriert. Nach durchgeführtem Blot wurden die Membranen zur 

Transferkontrolle mit Ponceau-S-Lösung (0,1   Ponceau-S, 5   Essigsa  ure) reversibel 

gefärbt und anschließend mit TBS-T-Puffer (50 mM Tris-Base, pH 7,5, 150 mM NaCl, 

0,1 % Tween 20) wieder entfärbt. Es erfolgte eine Blockierung der Membranen mit 5 % 

Milchpulver-Lo sung (Milchpulver in TBS-T-Puffer) oder Roti®-Block für eine Stunde bei 

Raumtemperatur, um eine unspezifische Antikörperbindung zu verhindern. Daraufhin 

wurden die Membranen mit den entsprechenden Erstantikörpern über Nacht bei 4 °C 

inkubiert (siehe Tabelle 5). Anschließend wurden die Membranen viermal für 7 min mit 

TBS-T-Puffer gewaschen, um ungebundene Primärantikörper zu entfernen, und für eine 

Stunde bei Raumtemperatur mit den jeweiligen Sekundärantikörpern (siehe Tabelle 5, 6) 

inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit TBS-T-Puffer für 15 min wurden die 

Membranen mit Entwicklerlösung (SuperSignalTM West Dura oder Femto, Thermo 

Scientific) inkubiert und die Chemolumineszenz mit einem VersaDocTM Imaging System 

(Bio-Rad) gemessen und dokumentiert. Die Auswertung der Signale erfolgte mit den 

Programmen Quantity One (Bio-Rad) und Fusion-Capt (Vilber Lourmat). 
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Tabelle 5: Verwendete Primärantikörper. Die Antikörper wurden mit TBS-T verdünnt. 

Antikörper Hersteller, 

Artikelnummer 

Verdünnung Sekundärantikörper 

PLB-total Badrilla, A010-14 1:5000 anti-Maus 

P-PLB-Ser16 Badrilla, A010-12 1:5000 anti-Kaninchen 

P-PLB-Thr17 Badrilla, A010-13 1:5000 anti-Kaninchen 

CaMKII-total BD Bioscience, 

611293 

1:5000 anti-Maus 

P-CaMKII Thermo Scientific, 

PA5-35501 

1:2500 anti-Kaninchen 

RyR2-total Thermo Scientific, 

MA3-925 

1:1000 anti-Maus 

P-RyR2-2808 Badrilla, A010-30 1:5000 anti-Kaninchen 

P-RyR2-2814 Badrilla, A010-31 1:5000 anti-Kaninchen 

GAPDH Santa Cruz, sc-

365062 

1:1000 anti-Maus 

Calsequestrin (CSQ) Thermo Scientific, 

PA1-913 

1:2500 anti-Kaninchen 

 

Tabelle 6: Verwendete Sekundärantikörper. Die Antikörper wurden mit TBS-T verdünnt.  

Antikörper Hersteller, Artikelnummer Verdünnung 

anti-Kaninchen Sigma-Aldrich, A0545 1:5000-1:10000 

anti-Maus Sigma-Aldrich, A3682 1:5000-1:10000 

 

Die in dieser Arbeit gezeigten Western Blots wurden zum Teil nicht von mir selbst 

durchgeführt. Die in Abbildung 8 gezeigten repräsentativen Westen Blots stammen von 

Dr. rer. nat. Christiane Vettel (Institut für Experimentelle und Klinische Pharmakologie 

und Toxikologie, Medizinische Fakultät Mannheim, Universität Heidelberg). Die in 

Abbildung 10 und 19 gezeigten repräsentativen Western Blots wurden von Dr. rer. nat. 

Simon Lämmle (Institut für Pharmakologie und Toxikologie, Technische Universität 



27 

 

Dresden) und die in Abbildung 21 gezeigten repräsentativen Western Blots von Thomas 

Sowa (Klinik und Poliklinik für Innere Medizin II, Universitätsklinikum Regensburg) 

durchgeführt. 

2.12.4 Pulldown-Assay  

HDAC4 besitzt eine CaMKII-Bindungsdomäne, an welche diese aktivitätsabhängig bindet 

(Backs et al. 2006). Für die Aktivitätsbestimmung der CaMKII im Pulldown-Assay wurden 

in Insektenzellen hergestellte HDAC4-Fragmente (Aminosäuren 419-670) mit GST-Tag 

benutzt, die an Gluthation-Sepharose-Beads (GE Healthcare) gekoppelt wurden.  

Das ventrikuläre myokardiale Gewebe wurde in niedrig-Salz GST-Puffer (20 mM Tris-HCl, 

pH 7,4, 150 mM NaCl + 1:100 PMSF + Protease Inhibitor Cocktail) aufgenommen und 

mit dem Polytron 3 x 30 sec homogenisiert. Anschließend wurden die Proben für 10 min 

bei 4 °C mit 0,5 % NP-40 inkubiert, dreimal durch eine 25G-Kanüle gepresst und 

zentrifugiert (für 15 min, 13.000 rpm bei 4 °C). Der Überstand wurde danach 

weiterverwendet und die Proteinkonzentration der Lysate bestimmt. Ein Volumen mit 

50 µg Protein wurde anschließend in 100 µl hoch-Salz GST-Puffer (20 mM Tris-HCl, pH 

7,4, 750 mM NaCl) mit 1 µg HDAC4-gebundenen GST-Beads für 2 Stunden bei 4° C 

inkubiert. Nach Zentrifugation (2 min, 1500 rpm bei 4° C) wurde der Überstand 

abpipettiert. Das Pellet wurde zweimal mit 0,5 ml hoch-Salz GST-Puffer und einmal mit 

0,5 ml niedrig-Salz GST-Puffer gewaschen, dabei jedesmal 2 min mit 1500 rpm bei 4° C 

zentrifugiert und der Überstand abpipettiert. Anschließend wurden zu jeder Probe 30 µl 

1 x Lämmli-Puffer (anders als oben beschrieben: 60 mM Tris-HCl, pH 6,8, 2 % SDS, 10 % 

Glycerol, 5 % β-Mercaptoethanol, 0,05 % Bromphenolblau) gegeben und die Proben dann 

für 5 min bei 95 °C aufgekocht. Die gefällte CaMKII, HDAC4, CaMKII-total und 

GAPDH wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot mittels Antikörpern 

gegen CaMKII (BD Bioscience, 611293; 1:1000), H92 (HDAC4) (Santa Cruz, sc-11418; 

1:1000) und GAPDH (Sigma-Aldrich, sc-365062; 1:10000) detektiert. Die gefällte CaMKII 

wurde auf HDAC4 und CaMKII-total auf GAPDH normalisiert.  

Der Pulldown-Assay wurde von Dr. rer. nat. Sylvia Katz (Abteilung Molekulare 

Kardiologie und Epigenetik, Universitätsklinikum Heidelberg) durchgeführt. Von ihr 

stammen die Daten und repräsentativen Western Blots für Abbildung 20. 



28 

 

 Histologie 2.13

Das in 4 % PFA fixierte Gewebe wurde für 3 Tage in 70 % Ethanol inkubiert und 

daraufhin mittels einer aufsteigenden Ethanol-Reihe (je 1 h in 80 %, 90 %, 96 % und 

100 % Ethanol) dehydriert. Nach 30 min Inkubation in einem 1:1 Toluol/Ethanol-

Gemisch und anschließender 1 h Inkubation in Toluol wurde das Gewebe in Paraffin 

eingebettet. Dazu wurde das Gewebe über Nacht in flüssigem Paraffin bei 65 °C gelagert 

und anschließend bei 4 °C ausgehärtet. Daraufhin wurden mit einem Mikrotom 3 μm dicke 

transversale Schnitte des ventrikulären Myokards hergestellt. Anschließend erfolgten die 

Entparaffinisierung der Schnitte mit Xylol und einer absteigenden Ethanol-Reihe (je 1 min 

in 100 %, 96 %, 90 %, 80 % und 70 % Ethanol) und eine Rehydrierung in dH2O. 

Zur Beurteilung der myokardialen Hypertrophie wurde eine WGA (Wheat Germ Agglutinin)-

FITC-Färbung durchgeführt, bei der eine Markierung der Zellmembranen erfolgt. Dazu 

wurden die Schnitte für 5 min in PBS gewaschen und anschließend abgedunkelt über 

Nacht mit 20 µg/ml Lektin-WGA-FITC (Sigma-Aldrich) gefärbt. Daraufhin wurden die 

Schnitte dreimal mit PBS gewaschen und mit ProLong® Gold Antifade Mountant 

(Invitrogen) eingedeckt. Mit dem Mikroskop IX70 (Olympus) wurden anschließend Bilder 

von zufällig verteilten Bereichen aufgenommen. Mit dem Programm ImageJ wurden je 150 

Zellquerschnittsflächen gemessen und die durchschnittliche Zellquerschnittsfläche 

berechnet. 

Zur Beurteilung des Fibrosegrades des myokardialen Gewebes wurde eine Sirius-Red-

Färbung durchgeführt, bei welcher eine Rotfärbung des Kollagens erfolgt. Dazu wurden 

die Schnitte für 1 h mit Pikro-Sirius-Red Lösung (0,1 % Direct Red 80 in gesättigter 

wässriger 1,3 % Pikrinsäurelösung) gefärbt und anschließend mit 0,5 % Essigsäure 

gewaschen. Daraufhin erfolgte eine Dehydrierung mittels 100% Ethanol. Die Schnitte 

wurden mit Xylol geklärt und mit Eukitt® quick-hardening mounting medium (Sigma-

Aldrich) eingedeckt. Die Bilder wurden am digitalen Mikroskop IX70 (Olympus) 

aufgenommen und mit dem Programm ImageJ quantifiziert. 

Die histologischen Färbungen und Auswertungen wurden von PD Dr. rer. nat. Laura 

Zelarayan (Institut für Pharmakologie und Toxikologie, Universitätsmedizin Göttingen) 

durchgeführt. Von ihr stammen die Daten und repräsentativen mikroskopischen Bilder für 

Abbildung 17. 



29 

 

 Statistik 2.14

Die Daten sind als Mittelwerte mit Standardfehler des Mittelwerts dargestellt. Die einzelnen 

Gruppen wurden mittels ungepaartem t-Test (Abbildung 8, 9, 10, 12, 20), Extra sum-of-

squares F-Test (Abbildung 11), Log-rank (Mantel-Cox) Test (Abbildung 13), two-way-

ANOVA mit Bonferroni Post-hoc-Test (Abbildung 14), one-way-ANOVA mit Newman-

Keuls Post-hoc-Test (Abbildung 15, 16, 17, 18, 19, 21, 22) oder Chi-Quadrat-Test 

(Abbildung 18) verglichen. Die verwendeten statistischen Tests und n-Zahlen sind in den 

Legenden der jeweiligen Abbildungen angegeben. Die Analysen wurden mit dem 

Programm GraphPad Prism durchgeführt. p-Werte <0,05 wurden als signifikant betrachtet. 

 Verwendete Materialien 2.15

2.15.1 Primer 

Primersequenzen (5’-3’): 

CaMK for: TTGAAGGGTGCCATCTTGACA 

CaMK rev: GGTCATGCATGCCTGGAATC  

Die Primer wurden von Eurofins Genomics bezogen. 

2.15.2 Pufferzusammensetzungen 

DNA-Analytik: 

Digestionspuffer:     50 mM Tris-HCl, 100 mM EDTA, 0,5 % SDS, pH 8,0 

LowTE-Puffer:     10 mM Tris-HCl, 0,1 mM EDTA, pH 8,0 

PCR-Puffer:   im DreamTaq Green DNA Polymerase Set enthalten 

(Thermo Scientific, EP0711) 

TAE-Puffer:      40 mM Tris-HCl, 20 mM Essigsäure, 1 mM EDTA, pH 8,5 

Proteinanalytik: 

Kranias-Puffer:   30 mmol/L Tris/HCl, pH 8,8, 5 mmol/L EDTA, 

30 mmol/L NaF, 3% SDS, 10% Glycerol 
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1 x Lämmli-Puffer:   40 mM Tris-HCl, pH 6,8, 2% SDS, 10% Glycerol, 100 mM 

DTT, 0,01% Bromphenolblau 

Elektrophorese-Puffer:   25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin, 0,1% SDS 

Transfer-Puffer:     25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin, 20% Methanol 

TBS-T-Puffer:      50 mM Tris-Base, pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,1% Tween 20 

Ponceau-S-Färbelösung:   0,1 % Ponceau-S, 5 % Essigsäure 

GST-Puffer, niedrig-Salz:   20 mM Tris-HCl, pH 7,4, 150 mM NaCl 

GST-Puffer, hoch-Salz:   20 mM Tris-HCl, pH 7,4, 750 mM NaCl 

2.15.3 Verwendete Substanzen 

Substanz  Hersteller, Artikelnummer 

Acrylamid/Bis-Acrylamid-Lo sung (29:1)   Roth, A124.2  

Agarose   Thermo Scientific, 16500-500 

Ammoniumpersulfat (APS)    Bio-Rad, 161-0700 

Aqua ad injectabilia  Braun, 00088992 

β-Mercaptoethanol   Applichem, A1108 

Bradford-Reagenz Roti®-Nanoquant  Roth, K880.1 

Bromphenolblau    Sigma-Aldrich, B8026 

Buprenorphin Temgesic® Injection 1 ml 

(enthält 300 µg Buprenorphin) 

 Reckitt Benckiser, 15394  

 

Direct Red 80  Sigma-Aldrich, 365548 

Dithiothreitol (DTT)   Applichem, A1101 

DNA-Isolationsreagenz für genomische DNA  Applichem, A3418 

dNTP Mix (25 mM)  Thermo Scientific, R1121 

Dobutamin 250 mg / 50 ml   Hameln Pharma Plus, 225055 

DreamTaqTM Green DNA Polymerase (5 U/µl)  Thermo Scientific, EP0711 
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EDTA    Applichem, A1104 

Eissigsäure  Roth, 6755.2 

Elektrodengel SignaGel®  Parker Labs, 15-25  

Entwicklerlösung SuperSignalTM West Dura 

Extended Duration Substrate  

 Thermo Scientific, 34075 

Entwicklerlösung SuperSignalTM West Femto 

Maximum Sensitivity Substrate 

 Thermo Scientific, 34095 

Ethanol   Roth, 5054.1 

Ethidiumbromid  Sigma-Aldrich, E1510 

Eukitt® quick-hardening mounting medium  Sigma-Aldrich, 03989 

GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder  Thermo Scientific, SM0321 

Glutathion-Sepharose Beads  GE Healthcare, 17-0756-01 

Glycin    Applichem, A1067 

Immunglobilin G (IgG), bovin   Sigma-Aldrich, I5506 

Isofluran Forene® 100 % (V/V)   AbbVie Deutschland, 10182054 

Isopropanol   Roth, 6752.5 

Lektin-WGA-FITC  Sigma-Aldrich, L4895 

Metamizol Novaminsulfon 500 mg/ml   Zentiva Pharma, 04443361 

Methanol   Roth, 8388.6 

Metoprololtartrat   Sigma-Aldrich, M5391 

Milchpulver    Applichem, A0830 

Natriumchlorid (NaCl)    Roth, 3957.2 

Natriumchlorid 0,9 % Lösung   Braun, 06063042 

Natriumdodecylsulfat (SDS)     Applichem, A2572 

Natriumfluorid (NaF)    Sigma-Aldrich, S7920 

Natriumhydroxid (NaOH)    Roth, 6771.1 

NonidetTM P 40 (NP-40)  Sigma-Aldrich, 56741 
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Paraffin (Paraplast)   Roth, X880.1 

Paraformaldehyd (PFA)   Sigma-Aldrich, P6148 

PBS (10x) Gibco®  Thermo Scientific, 70011036 

Phosphatase Inhibitor Cocktail (PhosSTOPTM)   Roche, 04 906 837 001 

Pikrinsäure  Sigma-Aldrich, P6744 

PMSF  Thermo Scientific, 36978 

Ponceau-S  Applichem, A1405 

Precision Plus Protein™ Dual Color Standards 

Marker  

 Bio-Rad, 1610374 

ProLong® Gold Antifade Mountant  Thermo Scientific, P36930 

Protease Inhibitor Cocktail (cOmpleteTM)  Roche, 11 836 170 001 

Proteinase K  Roth, 7528.2 

Roti®-Block   Roth, A151.3 

Salzsäure (HCl)    Applichem, A0659 

Tetramethylethylendiamin (TEMED)   Bio-Rad, 1610801  

Toluol  Roth, 9558.1 

Tris-Base   Applichem, A1086 

Tris-HCl   Applichem, A1087 

Tween  20  Roth, 9127.1 

Ultraschallgel EcoGel 100 Imaging Ultrasound 

Gel  

 Eco-Med, 30GB 

Veet® Easy-Spray Haarentfernungsspray  Reckitt Benckiser 

Xylol  Roth, 9713.1 

2.15.4 Hilfsmittel und Geräte 

Hilfsmittel bzw. Gerät  Hersteller 

Analysenwaage Talent TE214S  Sartorius 

http://www.rb.com/at
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Anästhesie-Setup Vevo Compact Anesthesia 

SystemTM  

 Visual Sonics 

CODA® Animal Holder  Kent Scientific 

CODA® Occlusion Cuff  Kent Scientific 

CODA® VPR Sensor  Kent Scientific 

Echokardiographiegerät Vevo® 2100  Visual Sonics 

Einmalkanülen Sterican®   B. Braun 

Einwegspritzen Injekt®    B. Braun 

EKG-Telemetrieanlage PhysioTelTM System  Data Sciences International  

EKG-Transmitter TA11-ETA-F10  Data Sciences International 

Elektrophorese-Spannungsgerät PowerPacTM 

Basic 

 Bio-Rad 

Gel DocTM XR Imager  Bio-Rad 

GeneAmp® PCR System 9700   Applied Biosystems 

Isofluranverdampfer Dräger-Vapor® 19.3  Dräger 

Kippwippe Rocking Platform WT15  Biometra 

Kühlzentrifuge Centrifuge 5417 R   Eppendorf 

Küvetten (10 x 4 x 45 mm)     Sarstedt 

Magnetrührer Ikamag® Reo                                                      Ika 

Mikroskop IX70  Olympus 

Mikrotom VT1000 S  Leica 

Molecular Imager VersaDocTM MP 4000  Bio-Rad 

Nahtmaterial PROLENE®  Ethicon 

Nitrozellulosemembran (0,45 µm Porengröße) 

Whatman® Protran®  

 GE Healthcare/Whatman 

Objektträger SuperFrost©  Menzel/Thermo Scientific 

Operationsbesteck  Fine Science Tools  
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pH-Meter inoLab® pH Level 1  InoLab 

Photometer BioPhotometer® 6131  Eppendorf 

Pipetten Research® plus, Reference® 2, 

Multipette® M4 

 Eppendorf 

Pipetten serologisch  Sarstedt 

Pipettenspitzen  Sarstedt 

Pipettenspitzen mit Filter Biosphere®   Sarstedt 

Plattformschüttler Duomax 1030    Heidolph 

Polytron® PT 1300 D  Kinematica 

PVDF-Membran Amersham Hybond-P (0,2 

µm Porengröße)  

 GE Healthcare 

Reaktionsgefäße Eppendorf Tubes®, 

Eppendorf PCR Tubes 

 Eppendorf 

SDS-PAGE Zelle Mini-PROTEAN®   Bio-Rad 

Stahlkugeln Ø 5 mm für Tissue-Lyser  Qiagen 

Sub-Cell® GT Agarose-Gelelektrophorese 

System 

 Bio-Rad 

Tail-Cuff Blutdruckmessgerät CODA®  Kent Scientific 

Tissue-Lyser II  Qiagen 

Vortexer                                                                                 Heidolph 

Waage ED153-CW   Sartorius 

Wärmeplatte Hot Plate 062  Labotect 

Western Blot Zelle Mini Trans-Blot®   Bio-Rad 

Zentrifuge Centrifuge 5417R  Eppendorf 

Zentrifugenröhrchen 15 ml, 50 ml  Sarstedt 
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2.15.5 Software 

Software  Hersteller 

FusionCapt Advance v. 16.11.0.0  Vilber Lourmat 

ImageJ v. 1.45  Wayne Rasband 

Image Lab v. 5.1  Bio-Rad 

Ponemah v. 5.2  Data Science International  

Prism v. 5.0.1  GraphPad 

Quantity One v. 4.6.9  Bio-Rad 

Vevo 2100 Software v. 1.6.0  Visual Sonics 
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3 Ergebnisse 

 Effekte einer Betablockertherapie auf  die CaMKII-Expression 3.1

und -Autophosphorylierung bei Patienten mit terminaler 

Herzinsuffizienz 

Um den Einfluss einer chronischen β-adrenergen Blockade auf die CaMKII-Aktivität in der 

Herzinsuffizienz zu untersuchen, wurde zunächst die Expression und Auto-

phosphorylierung der CaMKII, welche als readout für die Enzymaktivität dient (Grimm M 

und Brown 2010), in ventrikulärem Gewebe von Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz 

(NYHA ≥ III, EF ≤ 37 %) mit und ohne Betablockertherapie im Western Blot analysiert. 

Die myokardialen Proben dieser Patienten wurden im Rahmen von 

Herztransplantationsoperationen entnommen. Eine Übersicht über die Patienten-

charakteristika wie Alter, Geschlecht und Begleitmedikation befindet sich in Tabelle 7.  

 

Tabelle 7: Charakteristika der Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz. Ventrikuläres 

Gewebe dieser Patienten wurde für Western Blot-Analytik der CaMKII-Expression und -

Autophosphorylierung (Abbildung 8) verwendet. Geschl.: Geschlecht; EF: Ejektionsfraktion; 

Antiarr.: Antiarrhythmikum; ICM: ischämische Kardiomyopathie; DCM: dilatative 

Kardiomyopathie; k.A.: keine Angaben. 

Patienten-

Nr. 
Alter Geschl. Diagnose 

NYHA-

Klasse 
EF (%) 

Beta-

blocker 

Anti-

arr. 

Calcium-

Antagonist 

RAAS-

Hemmer 

Dopamin/ 

Dobutamin 
Steroide Nitrate Digitalis 

1 64 m ICM 4 15 nein nein nein ja ja nein ja nein 

2 43 m DCM 4 20 ja nein nein ja ja nein nein ja 

3 49 m ICM 4 15 nein ja nein ja ja ja nein nein 

4 57 w ICM k.A. 23 ja nein ja ja nein nein nein nein 

5 66 m ICM 3-4 25 ja nein nein ja nein nein nein ja 

6 53 m DCM 3 37 ja ja nein nein nein nein nein nein 

7 57 m ICM 4 15 nein nein nein ja nein nein nein ja 

8 46 m ICM 3 15-20 nein nein nein nein nein nein ja nein 

9 55 m ICM k.A. 20 nein ja nein nein nein nein nein nein 

10 52 w ICM 3-4 25 nein ja ja ja nein nein nein nein 

11 58 m DCM 3-4 25 ja nein nein ja nein nein nein nein 
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12 24 m DCM 3-4 19 ja nein nein ja nein nein ja nein 

 

Im Western Blot ließen sich keine Unterschiede sowohl in der CaMKII-Expression als 

auch in der CaMKII-Autophosphorylierung zwischen der Betablocker-Gruppe und der 

Nicht-Betablocker-Gruppe detektieren (Abbildung 8).  

 

Abbildung 8: Einfluss einer Betablockertherapie auf die CaMKII-Expression und -

Autophosphorylierung in ventrikulärem Gewebe von Patienten mit terminaler 

Herzinsuffizienz. (A) Repräsentativer Western Blot von autophosphorylierter CaMKII (P-

CaMKII), CaMKII-total und GAPDH, (B) Quantifizierung von CaMKII-total normalisiert auf 

GAPDH und (C) Quantifizierung von P-CaMKII normalisiert auf CaMKII-total. BB: Betablocker. 

n=6. Statistik: ungepaarter t-Test. 

Um diesen Befund in einem weiteren Patientenkollektiv mit größerer n-Zahl zu 

reevaluieren, wurden anschließend Vorhofproben von primär nicht herzinsuffizienten 

Patienten, die sich einer herzchirurgischen Operation unterzogen, hinsichtlich der 

CaMKII-Expression und -Autophosphorylierung unter Betablockertherapie untersucht. 
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 Effekte einer Betablockertherapie auf  die CaMKII-Expression 3.2

und -Autophosphorylierung bei primär nicht herzinsuffizienten 

Patienten  

Das für die Proteinanalytik der CaMKII-Expression und -Autophosphorylierung 

verwendete Gewebe wurde im Rahmen von herzchirurgischen Operation (Bypass- 

und/oder Aortenkplappenersatz- und/oder Mitralklappenreparaturoperation) entnommen.  

Es wurde artriales Herzgewebe bei zwei Kollektiven primär nicht herzinsuffizienter 

Patienten untersucht. Eine Übersicht über die Patientencharakteristika wie Alter, 

Geschlecht, EF und Begleitmedikation befindet sich in Tabelle 8 und 9.  

 

Tabelle 8: Charakteristika der primär nicht herzinsuffizienten Patienten (1). Atriales Gewebe 

dieser Patienten wurde für Western Blot-Analytik der CaMKII-Expression und -

Autophosphorylierung (Abbildung 9) verwendet. Geschl.: Geschlecht; EF: Ejektionsfraktion; 

Antiarr.: Antiarrhythmikum; OP: durchgeführte Operation; SR: Sinusrhythmus; AKE: 

Aortenklappenersatz; AKB: Aortokoronarer Bypass; MKR: Mitralklappenreparatur; k.A.: keine 

Angaben. 

Patienten-

Nr. 
Alter Geschl. Rhythmus EF (%) 

Beta-

blocker 

Anti- 

arr. 

Calcium-

Antagonist 

RAAS-

Hemmer 
Digitalis Statin 

Diabetes 

mellitus 
OP 

1 45 m SR 65 nein nein nein nein nein nein nein AKE 

2 50 m SR 50 ja nein nein ja nein ja nein k.A. 

3 51 m SR 60 ja nein nein ja nein ja nein AKB 

4 81 m SR k.A. ja nein nein ja nein nein nein AKE 

5 70 w k.A. 65 nein nein nein ja nein ja nein AKB 

6 77 m SR 38 ja nein nein ja nein nein ja AKB 

7 69 m SR 78 nein nein ja ja ja ja ja AKB 

8 64 m SR 60 nein nein nein ja nein ja nein 
AKE+AKB+

MKR 

9 65 m SR 70 ja nein nein nein nein nein nein AKB 

10 71 m SR 55 ja nein ja ja nein ja nein AKB 

11 58 m k.A. 65 ja nein nein nein nein nein ja AKE 

12 69 m SR 52 ja nein nein ja nein nein ja AKB 

13 49 m SR 93 ja nein nein nein nein nein k.A. AKB 

14 80 m SR 40 nein nein nein ja ja nein nein AKE+AKB 

15 72 m SR k.A. nein nein nein nein ja nein ja AKE+AKB 
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16 73 w SR 64 nein nein nein ja nein nein nein AKB 

17 73 m SR 55 nein nein nein ja nein nein nein AKE 

18 69 m SR 35 ja nein nein ja nein ja nein AKB 

19 73 m SR 82 nein nein nein nein nein ja nein AKB 

20 74 w SR 60 ja nein ja ja nein ja nein AKE 

21 59 m SR >60 nein nein nein nein nein nein nein AKB 

22 75 m SR 50 ja nein nein nein nein ja ja AKB 

 

Tabelle 9: Charakteristika der primär nicht herzinsuffizienten Patienten (2). Atriales Gewebe 

dieser Patienten wurde für Western Blot-Analytik der CaMKII-Expression und -

Autophosphorylierung (Abbildung 10) verwendet. Geschl.: Geschlecht; EF: Ejektionsfraktion; 

Antiarr.: Antiarrhythmikum; OP: durchgeführte Operation; SR: Sinusrhythmus; AKE: 

Aortenklappenersatz; AKB: Aortokoronarer Bypass; MKR: Mitralklappenreparatur; k.A.: keine 

Angaben. 

Patienten-

Nr. 
Alter Geschl. Rhythmus EF (%) 

Beta-

blocker 

Anti-

arr. 

Calcium-

Antagonist 

RAAS-

Hemmer 
Statin 

Diabetes 

mellitus 
OP 

1 m 77 SR 45-50 nein nein nein ja ja ja AKE+AKB 

2 m 64 SR >65 ja nein nein nein ja k.A. AKB 

3 m 55 SR 66 ja nein nein ja nein k.A. AKB 

4 w 54 SR k.A. ja nein nein ja ja k.A. AKB 

5 m 71 SR 45 ja nein nein nein ja ja AKB+MKR 

6 w 71 SR 55 nein nein nein ja ja nein AKB 

7 m 55 SR 56 nein nein nein ja ja k.A. AKB 

8 m 73 SR 35 ja nein nein ja nein k.A. AKB 

9 m 61 SR 36 ja nein nein ja ja k.A. AKB 

10 m 70 SR 80 nein nein ja nein nein nein MKR 

11 w 67 SR k.A. nein nein nein ja nein k.A. AKB 

12 w 83 SR >60 ja nein nein ja ja nein AKB 

13 m 71 SR 60 nein nein k.A. k.A. ja k.A. AKB 

14 w 70 SR >55 ja nein nein nein nein ja AKE 

15 m 83 SR k.A. ja nein nein ja ja k.A. AKE 

16 w 79 SR 66 nein nein k.A. ja k.A. nein AKB 

17 w 75 SR 35-40 ja nein nein ja ja ja AKB 

18 w 75 SR k.A. ja nein nein ja ja ja AKB+MKR 

19 m 68 SR 64 nein nein nein ja ja nein AKB 

20 m 83 SR k.A. nein nein nein ja nein ja AKB 
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Im Western Blot ließen sich auch in diesen beiden Patientenkollektiven keine Unterschiede 

zwischen der Betablocker-Gruppe und der Nicht-Betablocker-Gruppe hinsichtlich der 

CaMKII-Expression und -Autophosphorylierung nachweisen (Abbildung 9, 10). 

 

Abbildung 9: Einfluss einer Betablockertherapie auf die CaMKII-Expression und -

Autophosphorylierung in atrialem Gewebe bei primär nicht herzinsuffizienten Patienten 

(1). (A) Repräsentativer Western Blot von P-CaMKII, CaMKII-total und GAPDH, (B) 

Quantifizierung von CaMKII-total normalisiert auf GAPDH und (C) Quantifizierung von P-

CaMKII normalisiert auf CaMKII-total. BB: Betablocker. n≥10. Statistik: ungepaarter t-Test. 

 

21 w 71 SR 45 nein nein nein ja ja nein AKB 

22 w 61 SR k.A. nein nein nein ja nein ja AKB 

23 w 73 SR 38 nein nein nein ja ja nein AKB 
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Abbildung 10: Einfluss einer Betablockertherapie auf die CaMKII-Expression und -

Autophosphorylierung in atrialem Gewebe bei primär nicht herzinsuffizienten Patienten 

(2). (A) Repräsentativer Western Blot von P-CaMKII, CaMKII-total und GAPDH, (B) 

Quantifizierung von CaMKII-total normalisiert auf GAPDH und (C) Quantifizierung von P-

CaMKII normalisiert auf CaMKII-total. BB: Betablocker. n≥11. Statistik: ungepaarter t-Test. 

In allen untersuchten Patientengruppen ließ sich somit kein Einfluss einer 

Betablockertherapie auf die CaMKII-Aktivität feststellen. Die Analyse humaner Proben 

unterliegt jedoch einigen Limitationen wie z.B. teilweise unkontrollierten bzw. nicht 

dokumentierten Komorbiditäten und Begleitmedikationen der Patienten, was häufig mit 

hohen Varianzen der gemessenen Parameter einhergeht. Daher wurde der überraschende 

Befund einer unter Betablockertherapie unveränderten CaMKII-Aktivität im Tiermodell 

genauer untersucht. Dazu wurde zunächst eine Betablockertherapie in einem Mausmodell 

der CaMKII-induzierten Herzinsuffizienz (Maier et al. 2003; Zhang T et al. 2003) etabliert.  

 Etablierung einer effektiven Betablockade im Mausmodell 3.3

WT-Mäuse der F1-Generation wurden für mindestens eine Woche vor Beginn der 

Messungen mit verschiedenen Metoprolol-Dosierungen behandelt. Um eine effektive 
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Betablockade zu erzielen, wurden sowohl in vivo Effekte als auch molekulare Effekte der 

verschiedenen Metoprolol-Dosierungen untersucht. Als in vivo readout diente dabei der 

Herzfrequenzanstieg in Reaktion auf katecholaminerge Stimulation mit Dobutamin. Dazu 

wurde Dobutamin in aufsteigenden Dosierungen intraperitoneal injiziert und der maximale 

Herzfrequenzanstieg unter jeder einzelnen Dosierung gemessen. Die sich daraus 

ergebenden Dosis-Wirkungskurven und deren Normalisierungen zur Visualisierung der 

mittleren effektiven Dosis (ED50) sind in Abbildung 11 dargestellt. Die Behandlung mit 

Metoprolol 270 mg/kg/d über das Trinkwasser führte zu einer signifikanten 

Rechtsverschiebung der Dobutamin Dosis-Wirkungskurve (ED50 2,55 mg/kg gegenüber 

0,96 mg/kg in der H2O-Gruppe). Für geringere orale Dosierungen ließ sich keine 

signifikante Rechtsverschiebung beobachten.     

 

Abbildung 11: Einfluss verschiedener Metoprolol-Dosierungen auf den Herzfrequenz-

anstieg unter katecholaminerger Stimulation. (A) Dobutamin-Dosis-Wirkungskurven für die 

Kontrollgruppe (H2O) und zwei verschiedene Metoprolol-Dosierungen, (B) Normalisierung der 

Dosis-Wirkungskurven. n=8. *p<0,01 für logED50 Metoprolol 270 mg/kg gegenüber H2O. 

Statistik: Extra sum-of-squares F-Test.  
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Als molekulares readout einer effektiven β-AR-Blockade wurde die PLB-Phosphorylierung 

an der PKA-Phosphorylierungsstelle Serin16, einem downstream target der β-adrenergen 

Signalkaskade, untersucht. Die Western Blot Analyse zeigte eine signifikante Reduktion der 

PLB-Ser16 Phosphorylierung unter der Behandlung mit Metoprolol 270 mg/kg/d (-82,1 ± 

20,1 %), nicht jedoch bei geringeren Dosierungen (Abbildung 12). 

 

Abbildung 12: Einfluss verschiedener Metoprolol-Dosierungen auf die PLB-Ser16 

Phosphorylierung. (A) Repräsentative PLB-Ser16 und Calsequestrin (CSQ) Western Blots, (B) 

Quantifizierung von PLB-Ser16 in der Gruppe Metoprolol 90 mg/kg/d im Vergleich zur 

Kontrollgruppe (H2O), (C) Quantifizierung von PLB-Ser16 in der Gruppe Metoprolol 

270 mg/kg/d im Vergleich zur Kontrollgruppe (H2O). PLB-Ser16 wurde auf CSQ normalisiert. 

n≥5. *p<0,01 gegenüber H2O. Statistik: ungepaarter t-Test. 

Für die Dosierung Metoprolol 270 mg/kg/d konnten also in vivo und auf molekularer 

Ebene signifikante Effekte hinsichtlich der gewählten readouts beobachtet werden, sodass 

diese Dosierung für die weiteren Experimente verwendet wurde. Offensichtliche toxische 

Wirkungen ließen sich durch Beobachtung des Ernährungs- und Verhaltenszustandes der 
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behandelten Tiere nicht feststellen. Die dauerhafte Applikation von Metoprolol im 

Trinkwasser führte außerdem zu keiner Einschränkung der Trinkmenge im Vergleich zu 

den nicht behandelten Tieren. 

 Effekte einer Betablockertherapie auf  den kardialen Pänotyp 3.4

CaMKIIδC-transgener Mäuse 

Nach den Etablierungsversuchen erfolgte die Langzeitbehandlung der CaMKIIδC-TG und 

WT-Geschwistertiere mit Metoprolol 270 mg/kg/d. Die Behandlung wurde in einem Alter 

von 4 Wochen begonnen. Zu diesem Zeitpunkt zeigten die TG bereits Anzeichen einer 

kontraktilen Dysfunktion (vgl. Abbildung 14), befanden sich allerdings noch nicht in einer 

Phase der dekompensierten Herzinsuffizienz.  

3.4.1 Überlebensstudie 

Die TG zeigten eine im Vergleich zur WT-Kontrollgruppe deutlich verkürzte 

Lebenserwartung mit einem medianen Überleben von 13 Wochen. Die Behandlung mit 

Metoprolol führte dabei zu einer signifikant verlängerten Überlebensdauer von im Median 

18 Wochen (Abbildung 13).  

 

Abbildung 13: Einfluss einer Betablockertherapie auf die Mortalität der CaMKIIδC-TG. 

Kaplan-Meier-Kurven von WT, TG und mit Metoprolol 270 mg/kg/d behandelten TG. n≥29 für 

TG. *p<0,01 TG Metoprolol gegenüber TG H2O. Statistik: Log-rank (Mantel-Cox) Test. 

Um den Hintergrund dieses Überlebensvorteils unter Betablockertherapie genauer zu 

analysieren, wurden verschiedene klinische Parameter u.a. echokardiographisch und 
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telemetrisch gemessen und eine histologische und proteinanalytische Untersuchung des 

Herzgewebes durchgeführt. 

3.4.2 Kardiale Kontraktilität und Herzfrequenz 

Zunächst wurde eine echokardiographische Analyse der Herzfunktion zu mehreren 

Messzeitpunkten über einen Zeitraum von 6 Wochen durchgeführt. Die erste Messung 

erfolgte im Alter von 4 Wochen vor Beginn der Metoprolol-Applikation, anschließend 

wurden Echokardiographien an Tag 3, 10, 24 und 38 nach Beginn der Betablockertherapie 

durchgeführt. Dabei zeigte sich, dass die TG eine massive kontraktile Dysfunktion 

entwickelten (FAS -74,2 ± 4,9 % gegenüber WT an Tag 38) (Abbildung 14).  Durch 

Metoprolol-Behandlung ließ sich die Entwicklung der kardialen Dysfunktion in den TG 

nicht aufhalten. Jedoch konnten bei den behandelten Tieren typische klinische 

Betablockereffekte festgestellt werden wie initial negativ inotrope Effekte (FAS -22,7 ± 

9,1 % TG Metoprolol gegenüber TG H2O an Tag 3 der Behandlung) und eine signifikante 

Herzfrequenzreduktion (-13,1 ± 2,3 % WT Metoprolol gegenüber WT H2O und -13,9 ± 

1,8 % TG Metoprolol gegenüber TG H2O) während des gesamten Beobachtungs-

zeitraumes (Abbildung 14).  
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Abbildung 14: Echokardiographische Analyse der Herzfunktion in CaMKIIδC-TG und WT 

mit und ohne Betablockertherapie. (A) Kontraktilität gemessen als fractional area shortening (FAS), 

(B) Herzfrequenz während der Behandlung mit Metoprolol bei WT und TG und in den jeweiligen 

Kontrollgruppen ohne Betablockertherapie. n≥9. *p<0,05 gegenüber WT H2O, #p<0,05 gegenüber 

TG H2O. Statistik: two-way-ANOVA. 

3.4.3 Blutdruck 

Als weiterer klinischer Parameter wurde der Blutdruck im Alter von 12-14 Wochen nicht 

invasiv mittels Tail-cuff-Methode gemessen. Die Metoprolol-Behandlung führte zu einer 

signifikanten Reduktion des systolischen, diastolischen und mittleren arteriellen Blutdrucks 

sowohl in den WT (RRSys -15,9 ± 4,5 %, RRDia -11,6 ± 4,2 %, MAP -13,2 ± 4,0 % WT 

Metoprolol gegenüber WT H2O) als auch in den TG (RRSys -12,6 ± 4,4, RRDia -11,0  ± 

2,4 %, MAP -12,8 ± 4,7 % TG Metoprolol gegenüber TG H2O) (Abbildung 15).  
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Abbildung 15: Tail-cuff-Messung des Blutdrucks in CaMKIIδC-TG und WT mit und ohne 

Betablockertherapie. Systolischer (RRSys), diastolischer (RRDia) und mittlerer arterieller Blutdruck 

(MAP). n=5. *p<0,05 gegenüber WT H2O, #p<0,05 gegenüber TG H2O. Statistik: one-way-

ANOVA. 

3.4.4 Kardiale Hypertrophie und Lungenstauung 

Um die kardiale Hypertrophie und Lungenstauung zu beurteilen, wurden die Herzen und 

Lungen im Alter von 12-14 Wochen explantiert, gewogen und auf die Tibialänge normiert. 

Die TG zeigten deutlich vergrößerte Herz- und Lungengewichte in im Vergleich zum WT 

(Abbildung 16). Die Behandlung mit Metoprolol wirkte sich dabei protektiv sowohl auf die 

kardiale Hypertrophieentwicklung (Herzgewicht/Tibialänge -13,8 ± 5,8 % TG Metoprolol 

gegenüber TG H2O) als auch auf die Lungenstauung (Lungengewicht/Tibialänge -15,0 ± 

6,6 % TG Metoprolol gegenüber TG H2O) aus. 

 

Abbildung 16: Kardiale Hypertrophie und Lungenstauung in CaMKIIδC-TG im Vergleich 

zum WT mit und ohne Betablockertherapie. (A) Herzgewicht (HG) normalisiert auf Tibialänge 
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(TiL), (B) Lungengewicht (LuG) normalisiert auf Tibialänge (TiL). n≥9. *p<0,05 gegenüber WT 

H2O, #p<0,05 gegenüber TG H2O. Statistik: one-way-ANOVA. 

3.4.5 Histologische Analyse der kardialen Hypertrophie und Fibrose 

Anschließend wurde eine histologische Analyse von myokardialen Gewebeschnitten zur 

Beurteilung der kardialen Hypertrophie und Fibrose durchgeführt. Die Hypertrophie 

wurde in einer WGA-FITC-Färbung untersucht. In den TG ließ sich eine 1,5- bis 2-fache 

Vergrößerung der Zellquerschnittsfläche im Vergleich zum WT beobachten (Abbildung 

17). Die Metoprolol-Therapie führte zu einer signifikanten Reduktion der Zellgröße in den 

TG (Zellquerschnittsfläche -18,7 ± 8,6 % TG Metoprolol gegenüber TG H2O). Damit 

bestätigte sich der Hypertrophie-abschwächende Effekt der Betablocker-Behandlung auch 

in der histologischen Analyse. Die kardiale Fiboseentwicklung wurde in einer Sirius-Red-

Färbung untersucht. Dabei ließ sich nur in den TG ohne Metoprolol-Behandlung eine 

signifikant vermehrte Kollagenfärbung feststellen (Abbildung 17).  

 

Abbildung 17: Histologische Analyse der kardialen Hypertrophie und Fibrose in 

CaMKIIδC-TG im Vergleich zum WT mit und ohne Betablockertherapie. (A) Kardiale 

Hypertrophie gemessen als Zellquerschnittsfläche, (B) repräsentative mikroskopische Bilder der 
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WGA-FITC-Färbung, (C) kardiale Fibrose gemessen als % Sirius Red Fläche, (D) repräsentative 

mikroskopische Bilder der Sirius-Red-Färbung. n≥8. *p<0,05 gegenüber WT H2O, #p<0,05 

gegenüber TG H2O. Statistik: one-way-ANOVA. 

3.4.6 Arrhythmien 

Als zusätzlicher klinischer Parameter wurde die Auswirkung der Betablockertherapie auf 

die Arrhythmieneigung in den CaMKIIδC-TG untersucht. Dazu wurden im Alter von 12-

14 Wochen telemetrische Langzeit-EKG-Aufzeichnungen durchgeführt (12 Stunden über 

Nacht). Die TG zeigten ein deutlich vermehrtes spontanes Auftreten von VES im 

Vergleich zum WT (Abbildung 18). Unter der Therapie mit Metoprolol ließ sich eine 

signifikanten Reduktion von VES beobachten (-69,6 ± 22,3 %). Daneben zeigte nur eine 

der mit Metoprolol behandelten TG spontane VTs, während sich bei 80 % der 

unbehandelten TG VTs feststellen ließen (Abbildung 18).  

 

Abbildung 18: Spontane Arrhythmien in CaMKIIδC-TG mit und ohne Betablockertherapie 

im Vergleich zum WT. (A) Häufigkeit von VES in WT und TG mit und ohne Metoprolol-

Behandlung, (B) repräsentative Aufzeichnung einer VES, (C) Anzahl der Tiere mit VTs in den drei 

Gruppen, (D) repräsentative Aufzeichnung einer VT. n=5. *p<0,05 gegenüber WT, #p<0,05 

gegenüber TG H2O. Statistik: one-way-ANOVA (A) und Chi-Quadrat-Test (C). 
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 Effekte einer Betablockertherapie auf  die CaMKII-Aktivität und 3.5

die Phosphorylierung von CaMKII- und PKA-Zielproteinen 

Um den Einfluss der Betablockertherapie auf die CaMKII-Aktivität in diesem Modell zu 

untersuchen, wurden die Herzen der Tiere im Alter von 12-14 Wochen explantiert und das 

ventrikuläre Gewebe für Proteinanalytik verwendet.  

3.5.1 CaMKII-Expression und -Autophosphorylierung 

Zunächst wurde die CaMKII-Expression und -Autophosphorylierung in ventrikulärem 

Gewebe im Western Blot analysiert. Dabei zeigten sich eine 15- bis 20-fache CaMKII-

Überexpression und eine 2- bis 3-fach erhöhte CaMKII-Autophosphorylierung in den TG 

im Vergleich zum WT (Abbildung 19). Die Autophosphorylierung wurde dabei durch 

Metoprolol nicht beeinflusst, was für eine unter Betablockertherapie unveränderte 

Enzymaktivität spricht. 

 

Abbildung 19: CaMKII-Expression und CaMKII-Autophosphorylierung in CaMKIIδC-TG 

und WT mit und ohne Betablockertherapie. (A) Repräsentativer Western Blot von CaMKII-

total und CSQ, (B) Quantifizierung CaMKII-total normalisiert auf CSQ, (C) Repräsentativer 
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Western Blot von P-CaMKII und CSQ, (D) Quantifizierung P-CaMKII normalisiert auf CSQ. n≥8. 

*p<0,05 gegenüber WT H2O. Statistik: one-way-ANOVA.  

Die CaMKII-Aktivität im ventrikulären Gewebe wurde daraufhin zusätzlich in einem 

Aktivitätsassay analysiert. 

3.5.2 CaMKII-Aktivitätsassay 

Der durchgeführte Pulldownassay basiert auf einer HDAC4-Bindung der aktivierten 

CaMKII. Nach Inkubation mit HDAC4-gebundenen GST-Beads wurde die gefällte aktive 

CaMKII im Western Blot detektiert. Dabei ließ sich erneut kein Einfluss der Metoprolol-

Behandlung auf die CaMKII-Aktivität feststellen (Abbildung 20). 

 

Abbildung 20: CaMKII-Aktiviät im Pulldown-Assay in CaMKIIδC-TG mit und ohne 

Betablockertherapie. (A) Repräsentativer Assay mit Western Blots von aktiver CaMKII 

(pulldown), HDAC4 (pulldown), CaMKII-total und GAPDH, (B) Quantifizierung aktive CaMKII 

normalisiert auf CaMKII-total. Die aktive CaMKII wurde auf GST-HDAC4 normalisiert, CaMKII-

total auf GAPDH. n≥12. Statistik: ungepaarter t-Test. 

Ein Effekt der Metoprolol-Behandlung auf die CaMKII-Aktivität konnte also weder 

hinsichtlich der CaMKII-Autophosphorylierung im Western Blot noch im CaMKII-

Aktivitätsassay nachgewiesen werden.  

3.5.3 Phosphorylierung der PKA- und CaMKII-Zielproteine 

Abschließend wurde die Phosphorylierung der PKA- und CaMKII-Zielproteine PLB und 

RyR2 im Western Blot untersucht. Die Betablockertherapie führte zu einer signifikanten 
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Reduktion der PKA-abhängigen Phosphorylierung an PLB-Ser16 in WT (-74,7 ± 9,4 % 

WT Metoprolol gegenüber WT H2O) und TG (-60,7 ± 15,9 % TG Metoprolol gegenüber 

TG H2O) (Abbildung 21). Die CaMKII-abhängige Phosphorylierung an PLB-Thr17 wurde 

durch Metoprolol dagegen nicht signifikant beeinflusst. 

 

Abbildung 21: PLB-Phosphorylierung an den PKA- und CaMKII-Phosphorylierungsstellen 

in CaMKIIδC-TG und WT mit und ohne Betablockertherapie. (A) Repräsentative Western 

Blots von PLB-Ser16 und PLB-total, (B) Quantifizierung PLB-Ser16 normalisiert auf PLB-total, (C) 

repräsentative Western Blots von PLB-Thr17 und PLB-total, (D) Quantifizierung PLB-Thr17 

normalisiert auf PLB-total. n≥9. *p<0,05 gegenüber WT H2O, #p<0,05 gegenüber TG H2O. 

Statistik: one-way-ANOVA. 

Auch am RyR2 ließ sich unter Metoprolol-Behandlung eine verminderte Phosphorylierung 

an der PKA-abhängigen Phosphorylierungsstelle RyR2-2808 sowohl in WT (-35,6 ± 7,6 % 

WT Metoprolol gegenüber WT H2O) als auch TG (-47,2 ± 10,7 % TG Metoprolol 

gegenüber TG H2O) feststellen (Abbildung 22). Die CaMKII-abhängige Phosphorylierung 

an RyR2-2814 wurde dagegen durch die Betablockertherapie wiederum nicht beeinflusst. 
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Abbildung 22: RyR2-Phosphorylierung an den PKA- und CaMKII-Phosphorylierungs-

stellen in CaMKIIδC-TG und WT mit und ohne Betablockertherapie. (A) Repräsentative 

Western Blots von RyR2-2808 und RyR2-total, (B) Quantifizierung RyR2-2808 normalisiert auf 

RyR2-total, (C) repräsentative Western Blots von RyR2-2814 und RyR2-total, (D) Quantifizierung 

RyR2-2814 normalisiert auf RyR2-total. n≥6. *p<0,05 gegenüber WT H2O, #p<0,05 gegenüber TG 

H2O. Statistik: one-way-ANOVA.  

Die erniedrigten PKA-abhängigen PLB und RyR2-Phosphorylierungen spiegeln damit zum 

einen eine effektive Blockade der β-adrenergen Signalkaskade wider. Zum anderen 

bestätigen die durch Betablockertherapie unbeeinflussten CaMKII-abhängigen PLB-und 

RyR2-Phosphorylierungen, dass die CaMKII-Aktivität unter Behandlung mit Metoprolol 

unverändert erhalten bleibt. 
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4 Diskussion 

 Fragestellung 4.1

Betablocker sind eine wichtige Säule in der Therapie der Herzinsuffizienz. Die Rationale 

hinter ihrem klinischen Einsatz ist eine myokardiale Blockade des in der Herzinsuffizienz 

überaktiven sympathischen Nervensystems. Die mechanistischen Grundlagen der 

protektiven Wirkung einer Betablockertherapie sind jedoch in vielen Aspekten unklar. Eine 

vermehrte Expression der CaMKII ist sowohl in der menschlichen Herzinsuffizienz als 

auch in experimentellen Herzinsuffizienzmodellen beobachtet worden. Eine kardiale 

Überexpression der CaMKII im Mausmodell führt zu einer Störung der intrazellulären 

Ca2+-Homöostase und ist mit der Entwicklung einer schweren dilatativen 

Kardiomyopathie, kontraktiler Dyfunktion und einer verstärkten Arrhythmieneigung 

assoziiert. Demgegenüber hat sich eine CaMKII-Inhibition in verschiedenen 

experimentellen Herzinsuffizienzmodellen als protektiv erwiesen. Es gibt zunehmende 

Evidenz für einen pathophysiologisch relevanten crosstalk zwischen β-adrenerger 

Signalkaskade und Aktivierung der CaMKII. Es ist jedoch bisher nicht untersucht worden, 

inwieweit sich die protektiven Effekte einer Betablockertherapie in der Herzinsuffizienz 

durch eine inhibitorische Wirkung auf die myokardiale CaMKII erklären lassen. Ziel dieser 

Arbeit war es, die Effekte einer Betablockertherapie auf die Aktivität der CaMKII zu 

untersuchen. Dazu wurde zum einen die CaMKII-Aktivität in humanen Proben von 

herzinsuffizenten und primär nicht herzinsuffizienten Patienten mit und ohne 

Betablockertherapie analysiert. Zum anderen wurde eine Betablockertherapie in einem 

Mausmodell der CaMKII-induzierten Herzinsuffizienz etabliert und anschließend der 

Einfluss der β-AR-Blockade auf den kardialen Phänotyp und die CaMKII-Aktivität in 

diesem Modell untersucht. 

 Einfluss einer Betablockertherapie auf  die CaMKII-Expression 4.2

und -Autophosphorylierung in humanen Proben  

In der menschlichen Herzinsuffizienz wurde eine ca. 3-fach höhere myokardiale CaMKII-

Aktivität festgestellt (Kirchhefer et al. 1999). Sowohl die Expression als auch die 

Autophosphorylierung der CaMKII sind in der ischämischen und dilatativen Kardio-
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myopythie erhöht (Fischer et al. 2014). Dabei scheint eine CaMKII-induzierte Störung der 

myokardialen Ca2+-Homöostase im Sinne eines vergrößerten SR-Ca2+-Lecks eine wichtige 

Rolle in der Pathophysiologie der menschlichen Herzinsuffizienz zu spielen. Kürzlich 

wurde gezeigt, dass eine CaMKII-Inhibition in aus insuffizienten menschlichen Herzen 

isolierten ventrikulären Trabekeln zu einer verbesserten Kontraktilität führt (Sossalla et al. 

2010). Als mechanistische Grundlage konnten eine Verminderung des SR-Ca2+-Lecks in 

Verbindung mit einer geringeren RyR2-Phosphorylierung und eine Verbesserung der Ca2+-

Beladung des SRs durch Hemmung der CaMKII festgestellt werden.  

Die Beobachtung, dass eine Betablockertherapie langfristig zu einer myokardialen 

Kontraktilitätsverbesserung führt, erscheint kontraintuitiv, da durch Blockade β-adrenerger 

Signalprozesse keine Steigerung der Inotropie zu erwarten ist. Mechanistisch wurde eine 

Verbesserung der in der Herzinsuffizienz gestörten intrazellulären Ca2+-Homöostase durch 

Betablocker als Grundlage einer verbesserten Herzleistung beschrieben (Rehsia und Dhalla 

2010). Chronische katecholaminerge Stimulation führt im Mausmodell zu einem 

vergrößerten CaMKII-induzierten SR-Ca2+-Leck auf der Grundlage einer RyR2-

Hyperphosphorylierung an der CaMKII-Phosphorylierungsstelle (Grimm M et al. 2015). 

Diese Beobachtung lässt vermuten, dass sich der protektive Effekt einer Beta-

blockertherapie hinsichtlich des intrazellulären Ca2+-handlings und die damit verbundene 

Verbesserung der Herzleistung u.a. durch eine inhibitorische Wirkung auf die CaMKII 

erklären lassen. 

In dieser Arbeit wurde der Einfluss einer Betablockertherapie auf die CaMKII-Aktivität in 

menschlichen Proben von Patienten, die mit Betablockern behandelt wurden, im Vergleich 

zu Patienten ohne Betablockertherapie untersucht. Dabei zeigte die Analyse ventrikulärer 

Herzproben von Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz, dass eine Betablockertherapie 

keinen Effekt auf die Expression oder Autophosphorylierung der CaMKII hat (Abbildung 

8). Dies bestätigte sich in der Analyse atrialer Herzproben von primär nicht 

herzinsuffizienten Patienten, die sich einer Herzoperation (Aortenklappenersatz und/oder 

Bypassoperation und/oder Mitralklappenreparatur) unterzogen (Abbildung 9, 10). Hier ließ 

sich ebenfalls kein Unterschied in der CaMKII-Expression und -Autophosphorylierung 

zwischen Patienten mit und ohne Betablockertherapie detektieren. Da die CaMKII-

Autophosphorylierung als readout für die Enzymaktivierung dient (Grimm M und Brown 

2010), weisen diese Befunde darauf hin, dass eine chronische Betablockertherapie nicht - 

wie bisherige Publikationen zum crosstalk zwischen β-adrenerger Stimulation und CaMKII-
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Aktivierung vermuten lassen - mit einer Inhibition der CaMKII assoziiert ist, sondern die 

CaMKII-Überaktivität unter Betablockertherapie persistiert. 

Die Analyse humanen Gewebes unterliegt dabei einigen Einschränkungen hinsichtlich der 

Vergleichbarkeit der Proben, was die Aussagekraft insbesondere in Studien mit geringer n-

Zahl limitiert. Dabei sind u.a. die unterschiedlichen Komorbiditäten und Begleit-

medikationen der Patienten und eine lückenhafte Dokumentation der klinischen Parameter 

und Medikation zu nennen. 

Der überraschende Befund einer persistierenden CaMKII-Aktivität unter Betablocker-

therapie in herzinsuffizienten und primär nicht herzinsuffizienten Patienten wurde daher in 

einem etablierten Mausmodell der CaMKII-induzierten Herzinsuffizienz (Maier et al. 2003; 

Zhang T et al. 2003) weiter evaluiert. 

 Etablierung einer effektiven Betablockertherapie im Mausmodell 4.3

Eine therapeutische Wirksamkeit von Metoprolol in Mausmodellen wurde für ein sehr 

großes orales Dosierungsspektrum von 2,5 mg/kg/d (Bauer et al. 2010) bis 350 mg/kg/d 

(Harding et al. 2001) beschrieben. Darüber hinaus wurde in einer Untersuchung an 23 

verschiedenen Mausstämmen gezeigt, dass der genetische Hintergrund der Mäuse einen 

starken Einfluss auf die Reaktion auf katecholaminerge Stimulation und β-AR-Blockade hat 

(Berthonneche et al. 2009).  

Um eine effektive Betablockade zu erzielen, wurden in dieser Arbeit verschiedene orale 

Metoprolol-Dosierungen getestet und sowohl in vivo als auch molekulare Effekte analysiert. 

Als in vivo readout wurde dazu der Herzfrequenzanstieg nach katecholaminerger Stimulation 

mit Dobutamin untersucht, als molekulares readout diente die Phosphorylierung von PLB 

an der PKA-Phosphorylierungsstelle Ser16. Eine orale Metoprolol-Therapie in der 

Dosierung 270 mg/kg/d führte sowohl zu einer signifikanten Rechtsverschiebung der 

Dobutamin-Dosiswirkungskurve als auch zu einer deutlich verminderten PLB-Ser16-

Phosphorylierung, was für geringere Dosierungen nicht beobachtet werden konnte 

(Abbildung 11, 12). Die Behandlung mit Metoprolol 270 mg/kg/d über das Trinkwasser 

führte dabei zu keiner Einschränkung der Trinkmenge im Vergleich zu den unbehandelten 

Kontrolltieren. In der Beobachtung des Verhaltens, der Ernährung und der körperlichen 

Erscheinung der Tiere ließen sich keine offensichtlichen toxischen Effekte durch die 

dauerhafte Betablockertherapie feststellen. 
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Im Verlauf der anschließend durchgeführten Studie in den CaMKIIδC-TG hatte die 

chronische Behandlung mit Metoprolol 270 mg/kg/d signifikante Effekte auf typische 

klinische Parameter, die durch Betablockertherapie beeinflusst werden. Die Herzfrequenz 

wurde während des gesamten Behandlungszeitraums sowohl in den TG als auch WT durch 

Betablockertherapie gesenkt (Abbildung 14). Außerdem konnte eine signifikante Reduktion 

des Blutdrucks unter der Behandlung mit Metoprolol festgestellt werden (Abbildung 15). 

Daneben führte die β-AR-Blockade initial (Tag 3) zu negativ inotropen Effekten, wobei 

sich die kardiale Kontraktilität im Verlauf der Metoprolol-Behandlung wieder den nicht 

behandelten Kontrolltieren anglich (Abbildung 14). 

Darüber hinaus konnte bei den mit Metoprolol behandelten Tieren eine signifikante 

Reduktion der PKA-abhängigen Phosphorylierungen an PLB und RyR2 als molekularer 

Hinweis auf eine Blockade der β-adrenergen Signalprozesse festgestellt werden (Abbildung 

21, 22). 

Damit sprechen sowohl die beobachteten in vivo als die auch molekularen Effekte für eine 

effektive Betablockade in dem angewandten Modell. 

 Effekte einer chronischen Betablockade auf  die kardiale 4.4

Dysfunktion in CaMKIIδC-transgenen Mäusen 

Der kardiale Phänotyp des CaMKIIδC-transgenen Mausmodells wurde durch Zhang et al. 

ausführlich charakterisiert. Die herzspezifische Überexpression der CaMKIIδC führte zu 

einer schweren dilatativen Kardiomyopathie mit massiver kardialer Dysfunktion bereits im 

Alter von 8 Wochen und war mit einem frühzeitigen Tod assoziiert (Zhang T et al. 2003).  

Dieser schwere kardiomyopathische Phänotyp ließ sich auch im Rahmen der für diese 

Arbeit durchgeführten Versuche beobachten. Die CaMKIIδC-TG zeigten eine progressive 

Einschränkung der kardialen Kontraktilitätsparameter, die echokardiographisch bereits im 

Alter von 4 Wochen zu beobachten war und sich im Verlauf zu einer massiven kontraktilen 

Dysfunktion entwickelte (Abbildung 14). In den im Alter von 12-14 Wochen 

durchgeführten biometrischen und histologischen Untersuchungen ließ sich eine deutliche 

kardiale Hypertrophie (Abbildung 16, 17), eine vermehrten Fibrose (Abbildung 17) und 

eine vermehrte Lungenstauung als Ausdruck der Linksherzinsuffizienz (Abbildung 16) in 

den TG feststellen. Die Entwicklung dieser schweren Herzinsuffizienz hatte eine deutlich 

verschlechterte Überlebensrate mit einem medianen Überleben von 13 Wochen zur Folge 
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(Abbildung 13). 

Der protektive Effekt einer Betablockertherapie auf die Mortalität bei Herzinsuffizienz-

patienten wurde in mehreren klinischen Studien für Bisoprolol (CIBIS-II 1999), 

Metoprolol (MERIT-HF 1999) und Carvedilol belegt (Packer et al. 1996; Packer et al. 

2001). Hinsichtlich der Herzfunktion konnte unter langfristiger Betablockertherapie ein 

positiver Einfluss auf remodeling-Prozesse im Sinne einer Verbesserung der EF und einer 

Verminderung linksventrikulärer Dilatation und Hypertrophie unter Bisoprolol (van de 

Ven et al. 2010) Metoprolol (Groenning et al. 2000; Hall et al. 1995) und Carvedilol 

(Doughty et al. 1997; Lowes et al. 1999; Yang J et al. 2014) beobachtet werden. 

Antifibrotische Effekt von Betablockern wurden in verschiedenen Tiermodellen 

untersucht. Während für Carvedilol antifibrotische Effekte in Myokardinfarkt- (Wei et al. 

2000), Nachlast- (Grimm D et al. 2001) und Hypertonie-induziertem (Barone et al. 1998) 

kardialem remodeling nachgewiesen wurden, sind die Daten zu Metoprolol weniger 

konsistent. Für einige Modelle wurde ein reduzierender Einfluss auf die kardiale 

Fibroseentwicklung beschrieben. So konnte z.B. eine geringere myokardiale 

Kollagendisposition unter Metoprolol-Behandlung in spontan hypertensiven Ratten (Chan 

et al. 2011) und in der durch Nierenarterien-Clipping induzierten renovaskulären 

Hypertonie (Rizzi et al. 2014) festgestellt werden. In vergleichenden Studien führte eine 

Metoprolol-Behandlung allerdings im Gegensatz zu Carvedilol zu keiner signifikanten 

Reduktion der Fibroseentwicklung in der Myokardinfarkt- (Wei et al. 2000) und Nachlast-

induzierten (Grimm D et al. 2001) Herzinsuffizienz.  

In dem in dieser Arbeit untersuchten Mausmodell führte die Behandlung mit Metoprolol 

zu einem signifikant verbesserten Überleben in den CaMKIIδC-TG (Abbildung 13). Dabei 

konnten typische klinische Betablockereffekte wie eine Reduktion der Herzfrequenz und 

des Blutdrucks gemessen werden (Abbildung 14, 15). Die Betablockertherapie hatte 

protektive Effekte auf die kardiale Hypertrophieentwicklung (Abbildung 16, 17) und 

reduzierte die Lungenstauung in den TG (Abbildung 16). In der histologischen Analyse der 

kardialen Fibrose ließ sich außerdem nur in den TG ohne Metoprolol-Behandlung eine 

signifikant vermehrte Kollagenanfärbung im Vergleich zum WT detektieren (Abbildung 

17).  

Protektive Effekte der Metoprolol-Behandlung hinsichtlich der kontraktilen Dysfunktion 

in den TG ließen sich echokardiographisch jedoch nicht nachweisen (Abbildung 14). 

Dennoch spricht der Befund einer geringeren Lungenstauung unter Betablockertherapie 
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für eine weniger eingeschränkte linksventrikuläre Pumpfunktion im Vergleich zu den 

unbehandelten TG. Es ist jedoch möglich, dass auf Grund des kardiodepressiven Effekts 

der milden Isofluran-Narkose während der Echokardiographie geringfügige 

Verbesserungen der Kontraktilitätsparameter nicht erfassbar waren.  

Bisher ist keine Intervention in diesem Modell der CaMKII-induzierten Herzinsuffizienz 

beschrieben worden, die sich positiv auf den schweren kardiomyopathischen Phänotyp 

ausgewirkt hat. So führte ein PLB-KO in CaMKIIδC-TG zwar zu einer Normalisierung der 

SR-Ca2+-Beladung, allerdings konnten dabei eine Beschleunigung der 

Herzinsuffizienzentwicklung und eine geringere Lebenserwartung in den TG in 

Assoziation mit einem verstärkten SR-Ca2+-Leck beobachtet werden (Zhang T et al. 2010). 

Auch eine Überexpression eines SR-gekoppelten CaMKII-Inhibitiors führte 

überraschenderweise zu einer Verschlechterung des kardialen Phänotyps in den CaMKIIδC-

TG (Huke et al. 2011). Die SR-spezifische Hemmung der CaMKII hatte zwar eine 

Verbesserung der Ca2+-Homöostase im Sinne einer gesteigerten Ca2+-Beladung des SRs 

und eines verringerten diastolischen Ca2+-Lecks zur Folge, die Entwicklung der 

kontraktilen Dysfunktion, der kardialen Hypertrophie und des remodelings waren jedoch 

beschleunigt. Daneben wurde in unserer Arbeitsgruppe der Einfluss eines I-1 KO auf die 

Ca2+-Homöostase und den kardialen Phänotyp in den CaMKIIδC-TG untersucht. Ein I-1 

KO ist mit einer verminderten CaMKII-abhängigen Phosphorylierung des RyR2 und 

einem reduzierten SR-Ca2+-Leck assoziiert (Brammen 2015; El-Armouche et al. 2008). Die 

Hypothese, dass sich der kardiomyopathische Phänotyp der CaMKIIδC-TG durch I-1-

Ablation-induzierte protektive Effekte auf das intrazelluläre Ca2+-cycling abschwächen ließe, 

konnte allerdings nicht bestätigt werden. Im Gegenteil führte der I-1 KO ähnlich wie der 

PLB-KO und die SR-spezifische CaMKII-Hemmung zu einer verstärkten kontraktilen 

Dysfunktion und beschleinigten Hypertrophieentwicklung in den CaMKIIδC-TG 

(Brammen 2015). Zusammenfassend lassen diese Befunde vermuten, dass SR-unabhängige 

maladaptive CaMKII-induzierte Signalprozesse eine entscheidende Rolle bei der 

Entwicklung des kardiomyopathischen Phänotyps in diesem Modell spielen, welche durch 

eine eine SR-spezifische CaMKII-Inhibition und Verbesserung des Ca2+-handlings 

möglichweise nicht beeinflusst werden. 

Damit ist eine Betablockertherapie die erste Intervention, die in dem Modell der 

herzspezifischen CaMKIIδC Überexpression einen protektiven Effekt auf die Entwicklung 

der kardialen Dysfunktion und das Überleben in der CaMKII-induzierten Herzinsuffizienz 

hat. 
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 Effekte einer chronischen Betablockade auf  die 4.5

Arrhythmieneigung in CaMKIIδC-transgenen Mäusen 

Etwa 40 % der Patienten, die an einer Herzinsuffizienz erkrankt sind, sterben an einem 

plötzlichen Herztod auf Grund von Arrhythmien (Packer 1985). Pathophysiologisch 

werden diese Arrhythmien insbesondere durch späte Nachdepolarisationen (DAD)  

(McMurray et al.) getriggert. Mechanistisch spielen spontane diastolische Ca2+-

Freisetzungen aus dem SR mit nachfolgender Zelldepolarisation durch einen NCX-

abhängigen Na+-Einstrom eine entscheidende Rolle für das Auftreten von DAD (Bers 

2014). Auch ein vermehrtes Auftreten früher Nachdepolarisationen (EAD), die 

insbesondere in der Arrhythmogenese beim Long-QT-Syndrom eine Rolle spielen, konnte 

in der Herzinsuffizienz beobachtet werden (Nuss et al. 1999). Es wird jedoch 

angenommen, dass diese nur eine untergeordnete Rolle in der Arrhythmieneigung bei 

Herzinsuffizienzpatienten spielen (Pogwizd und Bers 2004). 

Die kardiale Überexpression der CaMKIIδC im Mausmodell führt zu einem verstärkten 

diastolischen SR-Ca2+-Leck auf der Basis einer CaMKII-abhängigen Hyper-

phosphorylierung des RyR2 und außerdem zu einer erhöhten Aktivität des NCX (Maier et 

al. 2003). Übereinstimmend mit dem oben dargestellten pathophysiologischen Modell der 

Arrhythmieentstehung ließ sich ein vermehrtes Auftreten von DAD in den CaMKIIδC-TG 

nach katecholaminerger Stimulation beobachten (Sag et al. 2009). Daneben wurde eine 

vermehrte Aktivierung von Na+-Kanälen und eine QT-Zeit-Verlängerung in den 

CaMKIIδC-TG beschrieben (Wagner et al. 2006), was mit dem Auftreten spontaner EAD 

assoziiert war (Sag et al. 2009). Entsprechend wurde sowohl nach elektrischer Stimulation 

als auch Isoprenalin-Injektion eine erhöhte Arrhythmieanfälligkeit in vivo beobachten (Sag 

et al. 2009; Wagner et al. 2006).  

In den in dieser Arbeit durchgeführten Langzeit-EKG-Aufnahmen bestätigte sich eine 

erhöhte Arrhythmieneigung in den CaMKIIδC-TG, die sich in einem deutlich vermehrten 

Auftreten auch spontaner ventrikulärer Arrhythmien wie VES und VTs äußerte (Abbildung 

18).  

Betablocker sind Klasse II Antiarrhythmika und verbessern die Prognose in der 

Langzeittherapie nach Myokardinfarkt (Gottlieb et al. 1998) und bei chronischer 

Herzinsuffizienz (CIBIS-II 1999; MERIT-HF 1999; Packer et al. 1996; Packer et al. 2001). 

Die antiarrhythmische Wirkung von Betablockern beruht u.a. auf der Hemmung 

verschiedener Ionenströme, die cAMP/PKA-abhängig vermehrt aktiviert werden. Dazu 
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gehören der funny current (If), dessen verstärkte Aktivierung in Kardiomoyzyten in der 

Herzinsuffizienz mit einem vermehrten Auftreten von ektopen Erregungsbildungen in 

Verbindung steht, und Calciumströme, die mit dem Risiko einer Ca2+-Überladung der Zelle 

und konsekutiver NCX-Aktivierung und Auslösung von DAD assoziiert sind (Szentmiklosi 

et al. 2015). In diesem Zusammenhang spielt auch die unter Betablockertherapie zu 

beobachtende funktionelle Normalisierung des in der Herzinsuffizienz dysregulierten und 

daher für ein vermehrtes diastolisches SR-Ca2+-Leck ursächlichen RyR2 eine wichtige Rolle 

(Reiken et al. 2003). Daneben werden Betablocker auch als Standardtherapie zur 

Arrhythmieprävention beim Long-QT-Syndroms eingesetzt (Barsheshet et al. 2014).  

In dieser Arbeit wurde beobachtet, dass eine Betablockertherapie zu einer signifikanten 

Reduktion spontaner Arrhythmien in den CaMKIIδC-TG führte (Abbildung 18). Da die 

Metoprolol-Behandlung keine direkt echokardiographisch messbare Verbesserung der 

kontraktilen Dysfunktion in den TG zur Folge hatte, lässt sich vermuten, dass dieser 

Arrhythmieschutz einen entscheidenden Grund für das verbesserte Überleben der TG 

unter Betablockertherapie darstellte. 

 Effekte einer chronischen Betablockade auf  die CaMKII-4.6

Aktivität in CaMKIIδC-transgenen Mäusen 

Eine Inhibition der CaMKII hat sich in experimentellen Herzinsuffizienzmodellen als 

protektiv gegenüber katecholaminerger Überstimulation erwiesen. So wurde ein 

vermindertes kardiales remodeling nach chronischer katecholaminerger Stimulation und 

Myokardinfarkt in einem Modell genetischer CaMKII-Inhibition beobachtet (Zhang R et 

al. 2005). Auch eine Reduzierung der Apoptose-Induktion unter CaMKII-Inhibition nach 

Isoprenalin-Applikation und Myokardinfarkt wurde beschrieben (Joiner et al. 2012; Yang Y 

et al. 2006). Ein genetischer Knockout der CaMKIIδ zeigte darüber hinaus protektive 

Effekte hinsichtlich der Entwicklung kardialer Hypertrophie und Fibrose im TAC-Modell 

(Ling et al. 2009). Des Weiteren wurde gezeigt, dass sich durch eine Hemmung der 

CaMKII das Auftreten Katecholamin-induzierter Arrhythmien reduzieren lässt (Sag et al. 

2009; Wu et al. 2002). 

In Untersuchungen an Mausmodellen mit genetischem KO von β1-AR und β2-AR ließ sich 

feststellen, dass nur β1-AR KO Mäuse resistent gegenüber einer CaMKII-Aktivierung nach 

Myokardinfarkt sind (Yoo et al. 2009). Diese Befunde ließen vermuten, dass eine Therapie 

mit dem β1-selektiven Betablocker Metoprolol zu einer Hemmung der CaMKII-Aktivität 



62 

 

bzw. CaMKII-abhängiger Prozesse führt und sich daher protektive Effekte einer 

Betablockertherapie in der Herzinsuffizienz partiell durch eine CaMKII-Inhibition erklären 

lassen. 

In dem in dieser Arbeit angewandten Mausmodell konnten typische vorteilhafte Effekte 

einer β-AR-Blockade in der Herzinsuffizienz wie ein verbessertes Überleben, eine geringere 

kardiale Hypertrophieentwicklung und eine Reduktion ventrikulärer Arrhythmien 

beobachtet werden. Überraschenderweise führte die Betablockertherapie jedoch nicht zu 

einer Änderung der CaMKII-Aktivität. Weder bezüglich der CaMKII-

Autophosphorylierung noch im CaMKII-Aktivitätsassay ließen sich Unterschiede zwischen 

den Tieren mit und ohne Metoprolol-Behandlung detektieren (Abbildung 19, 20). Daneben 

wurden die CaMKII-abhängigen Phosphorylierungen an den SR-Proteinen PLB und RyR2 

durch Metoprolol nicht signifikant beeinflusst (Abbildung 21, 22). Dem gegenüber waren 

PLB und RyR2 an den PKA-abhängigen Phosphorylierungsstellen signifikant weniger 

phosphoryliert (Abbildung 21, 22), was eine effektive Betablockade reflektiert. Diese 

Beobachtungen lassen darauf schließen, dass die Beeinflussung PKA-abhängiger und nicht 

CaMKII-abhängiger Signalwege die Grundlage für den Benefit der Metoprolol-Behandlung 

in diesem Modell war.  

Das Ergebnis einer unveränderten CaMKII-Aktivität unter Betablockertherapie in dem 

angewandten Mausmodell reflektiert dabei die Beobachtungen aus den menschlichen 

Herzproben (Abbildung 8, 9, 10). Zusammenfassend konnte also kein Einfluss einer 

Behandlung mit Betablockern auf die Aktivität der CaMKII nachgewiesen werden. Dies 

lässt darauf schließen, dass die Überaktivität der CaMKII in der Herzinsuffizienz unter 

Betablockertherapie persistiert. 

 Limitationen 4.7

4.7.1 Mausmodell 

Transgene Mausmodelle bieten die Möglichkeit, die Rolle bestimmter Gene bzw. Proteine 

in pathophysiologischen Zusammenhängen unter sehr kontrollierten Bedingungen und mit 

einer geringen Varianz der Ergebnisse zu untersuchen. Die Übertragbarkeit der 

gewonnenen Erkenntnisse auf den Menschen unterliegt dabei einigen Einschränkungen. 

Im Hinblick auf kardiale Fragestellungen sind z.B. die im Vergleich zum Menschen deutlich 

erhöhte Herzfrequenz der Maus von 500-700 bpm (Chan et al. 2011), speziesabhängige 
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Unterschiede im Ca2+-Haushalt und in Ionenströmen und Diskrepanzen in der Expression 

von Isoformen einiger Proteine zu nennen (Breckenridge 2010). Hinsichtlich des in dieser 

Arbeit verwendeten Mausmodells ist zu beachten, dass die CaMKII ca. 15 bis 20-fach 

überexprimiert wird (Abbildung 19). Zwar wird dieses Protein nicht in seiner aktiven Form 

exprimiert und die CaMKII-Aktivität ist in diesem Modell nur 2-3-fach erhöht (Abbildung 

19), jedoch können unspezifische Effekte auf intrazelluläre Signalprozesse durch die 

vermehrte CaMKII-Expression nicht ausgeschlossen werden. Darüber hinaus konnte in 

dieser Arbeit keine signifikant erhöhte CaMKII-abhängige Phosphorylierung der SR-

Proteine PLB und RyR2 in den CaMKIIδC-TG festgestellt werden (Abbildung 21, 22), 

obwohl diese als 2-3-fach erhöht beschrieben wurden (Zhang T et al. 2003). Dies weist 

möglichweise auf die Wichtigkeit SR-unabhängiger Mechanismen an der Pathogenese der 

CaMKII-induzierten Herzinsuffizienz in diesem Modell hin.  

4.7.2 Analyse der CaMKII-Aktivierung 

Die CaMKII kann über verschiedene Mechanismen aktiviert werden. Neben einer Bindung 

von Ca2+/Calmodulin und der Autophosphorylierung an Threonin286/7 spielen 

Glykosylierung, Oxidation und Nitrosylierung eine Rolle (Mollova et al. 2015). In dieser 

Arbeit wurden neben der Analyse der CaMKII-Autophosphorylierung ein Aktivitätsassay 

auf der Grundlage einer HDAC4-Bindung der aktivierten CaMKII durchgeführt und 

außerdem die CaMKII-Zielproteinphosphorylierungen untersucht (Abbildung 19, 20, 21, 

22). Alle diese Parameter waren unter Betablockertherapie unverändert, was insgesamt auch 

ohne genauere Analyse des Glykosylierungs-, Oxidations- und Nitrosylierungszustandes 

der CaMKII dafür spricht, dass die CaMKII-Aktivität unter Metoprolol-Behandlung 

unverändert erhalten bleibt. 

 Schlussfolgerung und Ausblick  4.8

Bisherige experimentelle Befunde sprechen für einen klinisch relevanten crosstalk zwischen 

β-adrenerger Stimulation und CaMKII-Aktivierung in der Herzinsuffizienz. Es ließ sich 

daher vermuten, dass die in vielerlei Hinsicht mechanistisch unklaren protektiven Effekte 

einer Betablockertherapie partiell auf einer Hemmung der myokardialen CaMKII beruhen. 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich eine chronische Betablockertherapie in 

Patienten und im Mausmodell überraschenderweise nicht auf die CaMKII-Aktivität 

auswirkt. Dabei wurden im experimentellen Modell der CaMKII-induzierten 

Herzinsuffizienz zwar protektive Effekte durch eine Betablockertherapie beobachtet, 
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jedoch ging dies nicht mit einer Modulation der CaMKII-Aktivität einher. Es ist also 

anzunehmen, dass eine Inhibition der CaMKII kein entscheidender Teilaspekt der 

klinischen Wirksamkeit einer β-AR-Blockade in der Herzinsuffizienz ist. Möglich ist 

allerdings, dass maladaptive Signalprozesse durch eine vermehrte CaMKII-Aktivität initiiert 

und durch Betablocker weiter downstream positiv beeinflusst werden. 

Die pathophysiologischen Zusammenhänge hinsichtlich des crosstalks zwischen β-AR-

Blockade und CaMKII-abhängiger Signalprozesse könnten durch folgende Fragestellungen 

weiter charakterisiert werden: 

Welche anderen Signalwege, die über eine Störung des SR-Ca2+-cyclings und proarrythmische 

Veränderung der Elektrophysiologie hinaus eine pathophysiologische Rolle bei der 

CaMKII-induzierten Herzinsuffizienz spielen, werden durch eine β-AR-Blockade 

beeinflusst? Die Beobachtung, dass durch verschiedene Interventionen zwar eine 

Verbesserung der Ca2+-Homöostase in den CaMKIIδC-TG erzielt werden konnte, dies 

jedoch überraschenderweise jeweils mit einer Verschlechterung des kardiomyopathischen 

Phänotyps assoziiert war (Huke et al. 2011; Zhang T et al. 2010), deutet auf die Relevanz 

SR-unabhängiger Mechanismen in der Pathophysiologie der CaMKII-induzierten 

Herzinsuffizienz hin. Hinsichtlich epigenetischer Regulation wurde beispielsweise die 

CaMKII-HDAC4-MEF2-Achse als kardiales remodeling fördernder CaMKII-abhängiger 

Signalweg beschrieben (Backs et al. 2006; Zhang M et al. 2015). Auch inflammatorische 

und apoptotische Signalwege scheinen durch die CaMKII reguliert zu werden. So wurde 

z.B. gezeigt, dass eine CaMKIIδ-induzierte NF-κB-Aktivierung in der myokardialen 

Ischämie inflammatorische Prozesse fördert (Ling et al. 2013) und dass die CaMKIIδC 

proapoptotische Prozesse in Assoziation mit vermehrter mitochondrialer Cytochrom c-

Freisetzung induzierten kann (Zhu W et al. 2007). Diese Signalwege werden 

möglicherweise durch eine β-AR-Blockade positiv beeinflusst, ohne dass die globale 

CaMKII-Aktivität moduliert wird. 

Wie wirkt sich eine Betablockertherapie auf die CaMKII-Aktivität und CaMKII-abhängige 

Prozesse in anderen Herzinsuffizienzmodellen wie Myokardinfarkt oder TAC aus? Diese 

Modelle spiegeln die klinische Pathophysiologie der Herzinsuffizienz durch veränderte 

Expressions- und Aktivitätsmuster der endogenen regulatorischen Proteine und Effektoren 

anders wider als ein transgenes Mausmodell und sind dabei möglicherweise weniger 

artifiziell hinsichtlich der Regulation und Interaktion verschiedener Signalwege. Durch eine 

Analyse des Effekts einer Betablockertherapie auf die bisher beschriebenen Mediatoren des 
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crosstalks zwischen β-adrenerger Signalkaskade und CaMKII könnte dabei auch die 

pathophysiologische Relevanz der postulierten crosstalk-Mechanismen (Grimm M und 

Brown 2010; Grimm M et al. 2011) besser beurteilt werden. 

 Klinische Relevanz  4.9

Die chronische Herzinsuffizienz ist eine Erkrankung, die weltweit zu den wichtigsten 

Morbiditäts- und Mortalitätsursachen zählt. Die prognoseverbessernden medikamentösen 

Therapieoptionen beruhen im Wesentlichen auf einer Hemmung neurohumoraler Systeme 

durch Betablocker, ACE-Hemmer, Angiotensin-Rezeptorblocker und Aldosteron-

Antagonisten. Auch wenn die Fortschritte in der Pharmakotherapie der Herzinsuffizienz 

zu einer Verbesserung der Prognose und Lebensqualität geführt haben, versterben nach 

wie vor ca. 50 % der Patienten innerhalb von 5 Jahren nach Diagnosestellung (Go et al. 

2013). Dies unterstreicht die Notwendigkeit eines verbesserten pathophysiologischen 

Verständnisses zur Entwicklung neuer Therapieoptionen, zumal sich vielversprechende 

Wirkstoffe wie Endothelinrezeptor-Antagonisten (Kalra et al. 2002) und 

Tumornekrosefaktor-α (TNFα)-Antagonisten (Mann et al. 2004) in klinischen Studien als 

nicht erfogreich erwiesen haben. 

Eine Inhibition der CaMKII hat sich in der experimentellen Forschung der letzten Jahre zu 

einer aussichtsreichen neuen Interventionsmöglichkeit zur Behandlung der 

Herzinsuffizienz entwickelt. Mehrere CaMKII-Inhibitoren wie KN-93, Autocamtide-2 related 

inhibitory peptide (AIP) und Autocamtide-3 derived inhibitory peptide (AC3-I) sind experimentell 

etabliert und verschiedene Programme zur Entwicklung oral anwendbarer CaMKII-

Inhibitoren, die in klinischen Studien einsetzbaren sind, wurden gestartet (Pellicena und 

Schulman 2014). Bisher wurde der CaMKII-Inhibitor SMP-114 in einer klinischen Phase-II 

Studie zur rheumatoiden Arthritis getestet (ISRCTN-Register für klinische Studien 2015), 

bei der die CaMKII an inflammatorischen Prozessen beteiligt ist (Westra et al. 2009). 

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass eine Betablockertherapie die in der 

Herzinsuffizienz erhöhte CaMKII-Aktivität nicht beeinflusst. Dieser Befund unterstützt 

den potentiellen Nutzen einer direkten CaMKII-Inhibition als eine Betablocker 

komplementierende zusätzliche therapeutische Option in einer verbesserten 

medikamentösen Herzinsuffizienzbehandlung. 
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5 Zusammenfassung 

Die Herzinsuffizienz ist eine der führenden Mortalitäts- und Morbiditätsursachen weltweit. 

Dabei ist die Prävalenz steigend und die Prognose trotz Fortschritten im Verständnis der 

Pathophysiologie dieser Erkrankung und Weiterentwicklung der Therapiekonzepte 

weiterhin schlecht. Betablocker sind eine der Hauptsäulen in der Therapie der chronischen 

Herzinsuffizienz. Sie verbessern langfristig die Herzleistung, wirken sich protektiv auf das 

kardiale remodeling aus und schützen vor Arrhythmien. Viele Mechanismen ihres klinischen 

Nutzens sind allerdings wenig charakterisiert.  

Die Ca2+/Calmodulin-abhängige Kinase II wird in der experimentellen und menschlichen 

Herzinsuffizienz vermehrt exprimiert, induziert eine Störung der intrazellulären Ca2+-

Homöostase und scheint damit eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie der 

Herzinsuffizienz zu spielen. Eine kardiale Überexpression der CaMKII ist mit der 

Entwicklung einer dilatativen Kardiomyopathie, einer kontraktilen Dysfunktion und einer 

erhöhten Anfälligkeit für Arrhythmien assoziiert. Es wurden verschiedene Mechanismen 

eines pathophysiologisch relevanten crosstalks zwischen β-adrenerger Stimulation und 

Aktivierung der CaMKII charakterisiert. Dabei gibt es zunehmende experimentelle 

Hinweise darauf, dass einige der schädigenden Effekte eines vermehrt aktiven Sympathikus 

durch die CaMKII vermittelt werden. Bisher ist jedoch unklar, inwieweit sich der 

protektive Effekt einer Betablockertherapie in der Herzinsuffizienz durch einen 

hemmenden Einfluss auf die CaMKII erklären lässt. 

Ziel dieser Arbeit war es, den Effekt einer Betablockertherapie auf die Aktivität der 

CaMKII zu untersuchen. Dazu wurde zunächst die CaMKII-Expression und 

Autophosphorylierung in myokardialem Gewebe von terminal herzinsuffizienten und 

primär nicht herzinsuffizienten Patienten mit und ohne Betablocker analysiert. In allen 

untersuchten Patientenkollektiven ließen sich dabei keine Unterschiede zwischen mit 

Betablockern behandelten Patienten und Patienten ohne Betablockertherapie feststellen. 

Anschließend wurde eine orale Therapie mit dem β1-selektiven Betablocker Metoprolol in 

CaMKIIδC-TG Mäusen, einem Modell der CaMKII-induzierten Herzinsuffizienz, etabliert. 

Eine effektive Blockade der β-adrenergen Signalkaskade zeigte sich zum einen in 

verschiedenen klinischen Parametern wie einer Reduktion der Herzfrequenz, des 

Blutdrucks und negativ inotropen Effekten bei Behandlungsbeginn. Zum anderen ließ sich 

auf molekularer Ebene bei den mit Metoprolol behandelten Tieren eine signifikante 

Reduktion der PKA-abhängigen Phosphorylierungen von PLB und RyR2 feststellen. Die 
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Betablockertherapie führte in den CaMKIIδC-TG zu einem signifikant verbesserten 

Überleben, hatte protektive Effekte hinsichtlich der kardialen Hypertrophieentwicklung 

und verringerte das Auftreten spontaner ventrikulärer Arrhythmien. Allerdings ließ sich 

trotz der bisher beschriebenen crosstalk-Mechanismen zwischen β-adrenerger Stimulation 

und CaMKII-Aktivierung kein Einfluss der Metoprolol-Behandlung auf die Aktivität der 

CaMKII detektieren. Die mit Betablocker behandelten Tiere zeigten im Vergleich zu den 

nicht behandelten weder eine verringerte CaMKII-Autophosphorylierung noch -Aktivität 

im Pulldownassay. Daneben waren auch die CaMKII-abhängigen Phosphorylierungen an 

PLB und RyR2 unter Metoprolol-Therapie nicht signifikant verändert. Die unter 

Betablockertherapie unverändert erhaltene CaMKII-Aktivität im Mausmodell reflektiert 

damit die Befunde aus den menschlichen Herzproben von Patienten mit und ohne 

Betablocker. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen zusammenfassend darauf schließen, dass eine 

Betablockertherapie nicht wie zu erwarten zu einer Modulation der CaMKII-Aktivität 

führt. Die protektiven Effekte einer Betablockertherapie in der Herzinsuffizienz scheinen 

sich daher nicht partiell durch eine Inhibition der CaMKII erklären zu lassen. Dieser 

Befund unterstützt den potentiellen Nutzen einer direkten CaMKII-Inhibition als 

zusätzlicher therapeutischer Option in einer verbesserten medikamentösen 

Herzinsuffizienzbehandlung. 
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