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1. Einleitung 

 

1.1. Herzinsuffizienz 

Herzinsuffizienz betrifft 1-2% der erwachsenen Bevölkerung und ist eine der häufigsten 

Todesursachen in Industrieländern (McMurray und Pfeffer 2005). Die Inzidenz und Prävalenz sind 

altersabhängig und steigen mit zunehmendem Lebensalter stark an. So sind im Alter zwischen 45-55 

Jahren weniger als 1% davon betroffen, zwischen 65-75 Jahren bereits 2-5% und bei den über 80-

Jährigen sind es fast 10% (Hoppe und Erdmann 2001). Das Risiko, in seinem Leben eine 

Herzinsuffizienz zu entwickeln, beträgt ca. 20% (Lloyd-Jones et al. 2002). Als Herzinsuffizienz wird 

eine Funktionsstörung des Herzens bezeichnet, welche zu einer Minderperfusion der Organe führt. 

Unter ihr versteht man ein klinisches Syndrom, das verschiedene kardiale und extrakardiale Ursachen 

haben kann. In etwa 50% der Fälle ist die Herzinsuffizienz bedingt durch eine Muskelhypertonie, die 

zur koronaren Herzkrankheit und anschließend zum Myokardinfarkt führt. Weitere kardiale Ursachen 

sind Myokarditiden, dilatative, ischämische, hypertroph-obstruktive und restriktive Kardiomyopathien 

und Herzklappenfehler. Bei den extrakardialen Ursachen ist z. B. die pulmonal-arterielle Hypertonie zu 

nennen. Im Vordergrund bei einer Herzinsuffizienz stehen folgende Symptome: verminderte 

Leistungsfähigkeit, Dyspnoe bis hin zur Orthopnoe mit Lungenödem und Stauungszeichen (Ödeme). 

Zusätzlich besteht meist eine Kardiomegalie (Hoppe und Erdmann 2001) und eine sympathikotone 

Überaktivität, welche Tachykardie und Herzrhythmusstörungen bedingt. Eingeteilt wird die 

Herzinsuffizienz in die Stadien I bis IV der New York Heart Association (NYHA), wobei NYHA I einer 

subjektiven Beschwerdefreiheit entspricht und NYHA IV Beschwerden in Ruhe. Um der chronischen 

mechanischen Druck- und/oder Volumenüberlast des Herzens entgegenzuwirken, werden 

kompensatorische Prozesse in Gang gesetzt, die die kardiale Kontraktilität und somit die kardiale 

Auswurfleistung steigern. Hierzu zählen das sympathische Nervensystem sowie lokale Peptidsysteme 

wie das Renin-Angiotensin-System (RAS), das Endothelinsystem und die natriuretischen Peptide. 

Anfangs zeigen die Aktivierung dieser Systeme, insbesondere der gesteigerte Sympathikotonus, das 

Endothelinsystem und das RAS, die gewünschte förderliche Wirkung (Francis et al. 1993). Langfristig 

kommt es aber zu einer Fehlanpassung des Herzens in Form einer verminderten β-adrenergen 

Ansprechbarkeit, maladaptiver Hypertrophie und Fibrose, welche in einer manifesten Herzinsuffizienz 

münden. Deshalb bildet die Behandlung mit β-Rezeptorblockern und Angiotensin-Konversions-

Enzym(ACE)-Hemmern oder AT1-Rezeptor (AT1R)-Antagonisten eine tragende Säule in der 

Herzinsuffizienztherapie. Der Einsatz von ACE-Inhibitoren (Swedberg et al. 1987, CONSENSUS-

Studie), AT1-Rezeptor-Antagonisten (Granger CB et al. 2003, CHARM-Alternative) und β-Blockern 

(MERIT-HF Study Group 1999, MERIT-HF-Studie) verbessert das Überleben der herzinsuffizienten 

Patienten. Trotz dieser Verbesserung besteht noch viel Forschungs- und Handlungsbedarf in der 

Herzinsuffizienztherapie, da in Zukunft durch die immer älter werdende Bevölkerung auch immer mehr 

Menschen eine Herzinsuffizienz entwickeln werden. Außerdem ist die Prognose der Herzinsuffizienz 

nach wie vor sehr schlecht, da nach Diagnosestellung 30-40% der Patienten innerhalb des ersten 

Jahres und 60-70% innerhalb von 5 Jahren versterben (McMurray und Pfeffer 2005). In der 
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Todesursachenstatistik Deutschlands des statistischen Bundesamtes von 2010 liegen Herz-

/Kreislauferkrankungen auf Platz eins noch vor Krebserkrankungen wie Brust-, Lungen- oder 

Darmkrebs (Statistisches Bundesamt Deutschland, 2007).   

 

 

1.2.  Kompensationsmechanismen bei Herzinsuffizienz  

                                                                                                                                                                                        

Zu den Kompensationsmechanismen des Herzens bei einer Anpassung an eine erhöhte Last zählt der 

Frank-Starling-Mechanismus, der bei Herzmuskeldehnung zu einer sofortigen Steigerung der 

Kontraktilität führt. Um einer dauerhaften Druck- und/oder Volumenüberlast des Herzens gerecht zu 

werden, werden das sympathische Nervensystem sowie die lokalen Peptidsysteme als 

Kompensationsmechanismen aktiviert. Im Folgenden wird genauer auf das sympathische 

Nervensystem und die lokalen Peptidsysteme eingegangen. 

 

1.2.1. Das sympathische Nervensystem 

Die Aktivität des sympathischen Nervensystems ist bei Patienten mit einer chronischen 

Herzinsuffizienz gesteigert (Cohn et al. 1984). Eine gesteigerte Sympathiskusaktivität zeigt sich 

bereits bei Patienten mit milder oder asymptomatischer Herzinsuffizienz (Francis et al. 1990). 

Plasmakatecholaminspiegel korrelieren dabei sowohl mit dem Schweregrad als auch der Prognose 

der Erkrankung (Cohn et al. 1984). Der sympathische Transmitter, das Katecholamin Noradrenalin, 

stimuliert β-Rezeptoren im Herzen, die zu positiv-inotropen und positiv-chronotropen Effekten führen. 

Jedoch kommt es bei chronischer Stimulation zu einer Desensibilisierung und Reduktion der 

myokardialen Rezeptordichte, v. a. der β1-Rezeptoren. Somit besteht bei einer Herzinsuffizienz eine 

„Katecholaminrefraktärität“, so dass bei Belastung die benötigte Herzauswurfleistung nicht mehr 

ausreichend gesteigert werden kann. Die Reduktion der Rezeptoren lässt sich durch einen β1-

selektiven Antagonisten aufheben, was eine mögliche Erklärung für die Verbesserung der 

linksventrikulären Pumpfunktion und Katecholaminsensitivität bei Patienten mit Herzinsuffizienz ist, die 

mit β-Blockern behandelt werden (Flesch et al. 1999). Zusätzlich wurde als Grund für die 

Desensibilisierung der myokardialen β-Rezeptoren ein Signaltransduktionsdefekt erkannt. Dieser 

besteht einerseits in der vermehrten β-Rezeptor-Phosphorylierung nach Ligandenbindung, was zur 

Abkopplung des Gs-Proteins führt, und andererseits in der vermehrten Expression des antagonistisch 

wirkenden Gi-Proteins (Feldman et al. 1988). In der Summe wird dadurch die Bildung des Botenstoffes 

cAMP reduziert, was sich negativ auf die durch die β-Rezeptoren hervorgerufene 

Kontraktilitätssteigerung auswirkt, die weitgehend cAMP-abhängig ist. 
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1.2.2. Das Renin-Angiotensin-System (RAS) 

Das RAS wird u.a. durch mechanische Herzüberlastung aktiviert. Es besteht aus in der Leber 

synthetisiertem Angiotensinogen, das von aus der Niere stammendem Renin in Angiotensin I 

umgewandelt wird. Mit Hilfe des Angiotensin-Konversions-Enzyms (ACE) aus dem Gefäßendothel 

wird Angiotensin I anschließend in Angiotensin II überführt. Zudem können Kardiomyozyten als 

Antwort auf mechanische Last (Dehnung) selbst Angiotensin II freisetzen (Sadoshima et al. 1993). 

Angiotensin II bindet sowohl an AT1- (AT1R) als auch an AT2-Rezeptoren (AT2R). Der AT1R ist ein G-

Protein-gekoppelter Rezeptor, der u.a. zur Phospholipase-C-Aktivierung und intrazellulärer Ca2+-

Freisetzung führt, wohingegen der AT2R eine Aktivierung von Tyrosin- oder Serin/Threonin-

Proteinphosphatasen bewirkt (Ichiki et al. 1995). AT1-Rezeptoren im insuffizienten Herzen bewirken 

neben einer verstärkten Noradrenalinfreisetzung und einer Vasokonstrikition eine myokardiale 

Apoptose, eine Myokardfibrose und die Induktion einer maladaptiven Hypertrophie. Diese Wirkungen 

stellen eine Fehlanpassung dar. Die Verhinderung der Angiotensin-II-Bildung und/oder -Wirkung durch 

ACE-Hemmer und AT1-Antagonisten ist daher eines der Hauptprinzipien in der Basistherapie der 

Herzinsuffizienz.  

 

1.2.3. Das Endothelin-System 

Herzinsuffiziente Patienten haben bei erhöhtem Endothelin-1(ET-1)-Plasmaspiegel eine schlechtere 

Prognose als Patienten mit niedrigen oder normalen ET-1-Plasmaspiegeln (Pousset et al. 1997,  

Hülsman et al. 1998). Ursachen für den erhöhten ET-1-Plasmaspiegel können eine RAS-Aktivierung, 

Hypoxie, Ischämie und Zytokine sein. ET-1 wirkt über ETA- und ETB-Rezeptoren und führt zu einer 

Myokardhypertrophie und -fibrose, sowie zu einer Vasokonstriktion u.a. auch der Koronargefäße. Die 

Gabe von unselektiven ET-Rezeptor-Antagonisten zeigte nicht den erhofften Behandlungserfolg in der 

Herzinsuffizienztherapie. Heute wird der duale ETA/ETBR-Antagonist Bosentan für die Therapie von 

pulmonalarterieller Hypertonie empfohlen, da das pulmonale Endothelin-System eine Schlüsselrolle 

für die Pathogenese dieser Erkrankung spielt. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl im Plasma als 

auch im Lungengewebe von Patienten  mit pulmonalarterieller Hypertonie die ET-1-Werte erhöht sind 

(Stewart et al. 1991, Giaid et al. 1993). Verabreichte man diesen Patienten ET-1-Antagonisten, so 

zeigte sich eine Verbesserung der körperlichen Belastbarkeit, der pulmonalen Funktion, der 

Hämodynamik, diagnostischer Parameter (Echokardiographie, Doppler) und  der Zeit bis zur 

klinischen Verschlechterung (Galie et al. 2003, Channick et al. 2001, Rubin et al. 2002). Daher wird in 

den ESC-Leitlinien für pulmonalarterielle Hypertonie ab Stadium NYHA III Bosentan als Medikation 

empfohlen.  
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1.2.4. Die natriuretischen Peptide  

Zu den natriuretischen Peptiden gehören das Atriale Natriuretische Peptid (ANP), das Natriuretische 

Peptid des B-Typs (BNP) und das Natriuretische Peptid des C-Typs (CNP). Alle drei Peptide werden 

als Prohormone synthetisiert. Stimuli für die Produktion und Sekretion von ANP im Vorhofmyokard und 

BNP im Ventrikelmyokard sind eine gesteigerte Volumen- und Druckbelastung des Herzens, sowie 

Tachykardie, Glukokortikoide, Schilddrüsenhormone, Endothelin und Angiotensin II. Alle 

natriuretischen Peptidrezeptoren werden u.a. im kardiovaskulären, renalen und zerebralen Gewebe 

exprimiert (Maack 2006). ANP und BNP binden vorwiegend an den NPA-R (natriuretischer Peptid- 

Rezeptor Typ A), was zu Natriurese, Diurese, Vasodilatation, Unterdrückung des RAS, 

antihypertrophen Effekten und einer Steigerung der Koronardurchblutung führt. Versuche mit NPA-R-

defizienten Mäusen zeigten, dass diese vermehrt Hypertonus, kardiale Hypertrophie und Fibrose 

aufwiesen (Vanderheyden et al. 2004, Maack 2006). Das derzeit klinisch bedeutendste natriuretische 

Peptid ist das BNP und dessen Fragment, das NT-pro-BNP. NT-pro-BNP ist von besonderer 

diagnostischer und prognostischer Relevanz bei Herzinsuffizienz (Maisel et al. 2002, Val-HeFT-Studie 

(Valsartan in Heart Failure Trial)). Hohe NT-pro-BNP-Spiegel gehen mit einer schlechten Prognose 

einher. Umgekehrt haben Patienten, die auf eine Behandlung mit Valsartan, einem AT1-R-

Antagonisten, mit einer deutlichen Reduktion der BNP-Spiegel antworten, eine wesentlich günstigere 

Prognose als solche, bei denen die BNP-Spiegel nicht zurückgingen (Latini et al. 2002).  

 

1.3. Neue Ansätze zur Behandlung der Herzinsuffizienz 

Die Prognose der Herzinsuffizienz ist trotz Therapieerfolgen mit z.B. ACE-Inhibitoren/AT1R-

Antagonisten und β-Rezeptorblockern nach wie vor sehr schlecht. Nach Diagnosestellung versterben 

30-40% der Patienten innerhalb des ersten Jahres und 60-70% innerhalb von 5 Jahren (McMurray 

und Pfeffer 2005). Vielversprechende Ansätze für weitere Therapieoptionen bietet momentan neben 

anderen neurohumoralen Systemen das Urocortin-System.  

 

1.4. Das kardiale Urocortin-System 

Die Urocortine gehören zur Familie der Corticotropin-Freisetzungsfaktoren (Corticotropin-Releasing-

Faktor, CRF). Der CRF ist ein 41 Aminosäuren langes Peptid, das eine wichtige Rolle in der 

Regulation der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse spielt und als Antwort des Körpers auf 

Stress gilt (Vale et al. 1981, Koob und Heinrichs 1999). Die Urocortine sind Analoga des CRF und 

untergliedern sich in das Urocortin 1 (Ucn 1), das Urocortin 2 (Ucn 2) und das Urocortin 3 (Ucn 3). 
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1.4.1. CRF-Rezeptoren 

Es sind zwei Isoformen des CRF-Rezeptors (CRF-R) im Menschen bekannt, der CRF1- (CRF1-R) und 

der CRF2-Rezeptor (CRF2-R). Sie gehören zu den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und bestehen 

aus sieben Transmembrandomänen. Der CRF1-R findet sich v.a. im zentralen und peripheren 

Nervensystem (Vita et al. 1993, Palchaudhuri et al. 1998, Nappi und Rivest, 1995) und in sehr 

geringer Zahl auch im menschlichen Herzen (Kimura et al. 2002). Der CRF2-R lässt sich in die 

Splicevarianten CRF2(a)-R, den CRF2(b)-R und den CRF2(c)-R unterteilen (Spiess et al. 1998). Der 

humane CRF2(a)-R wird sowohl in peripheren Organen als auch im ZNS, der CRF2(b)-R hauptsächlich 

im Gehirn exprimiert (Valdenaire et al. 1997, Kostich et al. 1998, Perrin und Vale 1999). Im humanen 

Herzen wird der CRF2(a)-R in allen vier Kammern und der CRF2(b)-R hauptsächlich im linken Atrium 

exprimiert (Kimura et al. 2002). Die Rezeptoren finden sich vor allem in den Koronarien, 

intramyokardialen Gefäßen sowie in den Kardiomyozyten (Wiley und Davenport 2004). Alle CRF-R 

koppeln an das Gs-Protein und stimulieren die Adenylatzyklase, welche wiederum den intrazellulären 

cAMP-Spiegel erhöht (Brar et al. 2004). Daneben werden weitere Signalkaskaden aktiviert (s.u.). 

 

1.4.2. Expression der Urocortine 

Die Ucn-Isoformen unterscheiden sich in der Zusammensetzung und Anzahl der Aminosäuren. Ucn 1 

und Ucn 2 werden im kardiovaskulären System, aber auch in Nebenniere, Plazenta, Endometrium, im 

Immunsystem und im Verdauungsapparat exprimiert (Fekete und Zorilla 2007). Ucn-3-Expression 

findet  vorwiegend in Hirn, Verdauungsapparat, Herz- und Muskelgewebe statt (Hsu und Hsueh 2001, 

Lewis et al. 2001). Ucn 1 bindet mit hoher Affinität an beide CRF-Rezeptor-Isoformen, während Ucn 2 

und Ucn 3 als CRF2-R-selektiv betrachtet werden (Fekete und Zorilla 2007). 

 

1.4.3. Kardiovaskuläre Wirkungen der Urocortine 

Urocortine führen im gesunden Schaf in vivo zu einem Anstieg des arteriellen Blutdrucks, des 

koronaren Blutflusses, der Herzfrequenz (positiv-chronotroper Effekt) sowie der kardialen Kontraktilität 

(positiv-inotroper Effekt) und somit zu einem erhöhten Herzzeitvolumen (Parkes et al. 1997). Ucn 2 

kann auch neurohumorale und renale Effekte hervorrufen (Davis et al. 2007a). Unter dem Einfluss von 

Ucn 2 und Ucn 3 konnte man einen deutlich erniedrigten Plasmaspiegel dieser Hormone (ET-1, RAS, 

ANP und Adrenalin) nachweisen (Rademaker et al. 2005, Rademaker et al. 2006). Unter Einfluss von 

Ucn 2 zeigten sich natriuretische und diuretische Effekte kombiniert mit einem Anstieg der Kreatinin-

Clearance (Rademaker et al. 2005). Dies würde eine Vorlastsenkung für das Herz sowie eine 

Verbesserung der Ausscheidungsfunktion der Nieren bedeuten. Am gesunden Menschen konnte im 

Gegensatz dazu bei hoher Ucn-2-Konzentration eine Steigerung der neurohumoralen Hormone und 

renal eine Verringerung der Natrium-Kaliumausscheidung, der Kreatinin-Clearance und des 

Urinvolumens beobachtet werden. Jedoch ist nicht geklärt, ob dies Effekte einer direkten 

Beeinflussung durch Ucn 2 sind oder auch durch z.B. einen erniedrigten Perfusionsdruck der Nieren 
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bedingt sein könnten (Davis et al. 2007a). Die kardiale Wirkung der Urocortine wird vorwiegend über 

den CRF2-R vermittelt. Indirekte Wirkungen über das autonome Nervensystem und β-Rezeptor-

induzierte Effekte konnten ausgeschlossen werden (Parkes und May 2000, Bale et al. 2004). 

Weiterhin werden im Herzen hauptsächlich CRF2-R exprimiert (Kimura et al. 2002). In CRF2-R-

Knockout-Mäusen zeigte Urocortin keine kardiale Wirkung (Bale et al. 2004). Weiterhin steigert Ucn 1 

die Ausschüttung der kardioprotektiv wirksamen natriuretischen Peptide während Hypoxie und 

Ischämie und verhindert damit indirekt den Untergang von Kardiomyozyten (Ikeda et al. 1998, Parkes 

und May 2000, Ng et al. 2004).                                                                                                                     

 

1.4.4. Kardiovaskuläre Wirkungen der Urocortine bei Ischämie/Reperfusion 

Die kardioprotektive Wirkung der Urocortine v.a. bei Ischämie und Reperfusion stellte den Gegenstand 

mehrerer Studien dar.  Die Behandlung von isolierten neonatalen und adulten Rattenkardiomyozyten 

in vitro mit Urocortinen führte zu einem Schutz vor einer Ischämie-/Reperfusionsverletzung (Townsend 

et al. 2007, Okosi et al. 1998, Brar et al. 2004). Direkte kardioprotektive Effekte werden 

möglicherweise über die Aktivierung Mitogen-aktivierter Proteinkinasen (MAPK) vermittelt, wobei Ucn 

zuerst den PI3K/Akt-Signalweg aktiviert, welcher dann über die p44/42-MAPK-Aktivierung das 

Absterben von Kardiomyozyten verhindert (Brar et al. 2000, Brar et al. 2002). Auch die 

Aktivitätshemmung freier Radikale bei Ischämie-/Reperfusionsverletzungen durch Ucn war 

kardioprotektiv (Liu CN et al. 2005). Das CRF-R-unselektive Ucn 1 bewirkte jedoch zusätzlich über die 

zentrale Aktivierung der CRF1-R eine Hypothalamus-Hypophysen-Achsen-Aktivierung, die über eine 

ACTH-Ausschüttung den Kortisolplasmaspiegel erhöhte, welcher zu dem nachteiligen Effekt eines 

erhöhten Blutdruckes führte (Turnbull et al. 1999, Traustadottir et al. 2003, Koertge et al. 2002, 

Whitworth 1992). Daher sind die CRF2-R-selektiven Urocortine Ucn 2 und Ucn 3 besser geeignet, da 

sie über den CRF2-R vorwiegend am Herzen wirken.  

 

1.4.5. Kardiovaskuläre Wirkungen der Urocortine bei Herzinsuffizienz 

Die kardioprotektiven Effekte des Urocortinsystems sind sehr vielversprechend und lassen auf neue 

Möglichkeiten in der Diagnose, Prognose und Therapie der Herzinsuffizienz hoffen,                      

weshalb das Urocortinsystem zurzeit Gegenstand vieler Studien ist.                            

Herzinsuffizienzpatienten und Myokardinfarktpatienten zeigen deutlich erhöhte Ucn-Plasmaspiegel 

(Ng et al. 2004, Wright et al. 2009, Knight et al. 2008). Dies deutet auf eine unabhängige 

Voraussagekraft des Urocortins für Herzinsuffizienz hin, insbesondere in Kombination mit BNP. Es 

wurde hierbei beobachtet, dass der Plasmaurocortinspiegel mit der Schwere der Herzinsuffizienz 

(NYHA I – IV) anstieg und die LVEF sich verringerte. Es ließ sich weiterhin eine Geschlechts-, aber 

keine Altersabhängigkeit der Ucn-Spiegel erkennen (Wright et al. 2009). Im Gegensatz zu diesen 

Ergebnissen zeigten Ng et al. den höchsten Ucn-Plasmaspiegel in NYHA-Stadium I und II, eine 

inverse Korrelation zwischen LVEF und Ucn-Plasmaspiegel und zwischen Patientenalter und Ucn-
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Plasmaspiegel (Ng et al. 2004). Aufgrund dieser widersprüchlichen Ergebnisse ist noch viel 

Forschungsarbeit zu leisten, um Abhängigkeiten der Ucn-Plasmaspiegelhöhe sowie eventuelle 

Störgrößen besser einschätzen zu können und somit den prognostischen Wert von Ucn zu erhöhen. 

Die CRF2-R-Expression war bei humanem Herzversagen (DCM) unverändert (Wiley und Davenport 

2004). Im Herzinsuffizienz-Modell konnten verschiedenste kardiovaskuläre Effekte nachgewiesen 

werden. Hierzu gehören die dramatische Verbesserung der kardialen Auswurfleistung und der LVEF, 

die Senkung des peripheren Widerstandes, die Verringerung des arteriellen Mitteldruckes, die 

Verbesserung der renalen Funktion und die Suppression der schädlichen neurohumoralen 

Aktivierung. Dies wurde sowohl für Ucn 1,  Ucn 2 und Ucn3 in Schafen mit Tachykardie-induziertem 

Herzversagen nachgewiesen (Rademaker et al. 2002, Rademaker et. al. 2005, Rademaker et al. 

2006). Basierend auf den vielversprechenden Effekten in Tiermodellen wurde 2007 erstmals eine 

Studie an Herzinsuffizienzpatienten in vivo durchgeführt. Dabei wurden acht männlichen 

Herzinsuffizienzpatienten (NYHA II-III) für eine Stunde eine Ucn-2-Infusion verabreicht, woraufhin man 

einen signifikanten Anstieg der Herzauswurfleistung und der LVEF, sowie eine Abnahme des 

arteriellen Blutdrucks, des systemischen Gefäßwiderstandes als auch der kardialen Arbeit beobachtet. 

Renal wurde eine Senkung des Urinvolumens und der Natriumausscheidung festgestellt. Eine 

neurohumorale Aktivierung konnte nicht beobachtet werden (Davis et al. 2007b). Dies stellt einen 

deutlichen Unterschied zu den Wirkungen des Ucn 2 in gesunden Probanden dar, da bei gleicher 

Versuchsdurchführung dort diuretische und natriuretische Effekte und bei hoher Dosierung eine 

Aktivierung von Renin, Angiotensin II und Noradrenalin erkennbar waren (Davis et al. 2007a).            

 

1.4.6. Zelluläre Mechanismen der Urocortine am Herzen 

Urocortine stimulieren in Kardiomyozyten mehrere Signalkaskaden, die u.a. die Aktivierung der 

Phosphatidylinositol-3-OH-Kinase (PI3K), der Proteinkinase A (PKA), der Proteinkinase B (PKB)/Akt, 

der Proteinkinase C (PKC) und von Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPKs) beinhalten (Lawrence 

und Latchman 2006). Die Aktivierung dieser Kinasen verändert die Aktivität verschiedener Proteine, 

die an der Regulation der Ca2+-Homöostase und des Überlebens der Zellen bzw. an der 

Zelltodinduktion beteiligt sind (Townsend et al. 2007, Baines 2007). Im Folgenden wird auf einige 

dieser Signalwege einzeln eingegangen. 

 

1.4.6.1. Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) 

Die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen sind Serin/Threonin-Proteinkinasen, die durch 

Phosphorylierung von Serin- oder Threonin-Resten die Aktivität von Zielproteinen beeinflussen.  Allen 

MAPK liegt das gleiche Aktivierungsmodell zugrunde, bestehend aus MAPK-Kinase-Kinase (MKKK), 

MAPK-Kinase (MKK) und MAPK. Durch Phosphorylierung oder Interaktion mit G-Proteinen, wird die 

MKKK aktiviert, welche dann die MKK phosphoryliert, die wiederum die MAPK phosphoryliert und 
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damit aktiviert (Michel CM et al. 2001). Die MAPK untergliedern sich in 5 Untergruppen, zu denen die 

p44/42- (ERK1/2), die p38-, die JNK-, die ERK3/4- und die ERK5-Familie gehören. 

 

1.4.6.1.1. Urocortine aktivieren die p44/42-MAPK 

Kardiomyozyten, kardiale Fibroblasten und koronare Blutgefäße exprimieren die 44-kDa- (ERK1) und 

die 42-kDa-MAPK (ERK-2) (El-Mowafy und White 1999, Michel CM et al. 2001). Im Weiteren werden 

diese als p44/42-MAPK bezeichnet. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren gehören zu den wichtigsten 

p44/42-MAPK-Aktivatoren (Sugden und Clark 1997). Hierzu zählen auch die CRF-R. CRF2-R führen 

zu einer PI3K-vermittelten Aktivierung des Ras/Raf-1-Kinase-Signalweges und anschließend zur 

Aktivierung der MEK1/2, welche die p44/42-MAPK phosphoryliert. In neonatalen Maus- und 

Rattenkardiomyozyten geschieht dies unabhängig von einer cAMP-Erhöhung (Brar et al. 2004). 

Grossini et al. konnten in Endothelzellen jedoch eine CRF2-R-vermittelte cAMP- und Ca2+-abhängige 

Phosphorylierung von p44/42- und p38-MAPK sowie Akt nachweisen (Grossini et al. 2009). Viele 

Studien legen nahe, dass der p44/42-MAPK-Signalweg kardioprotektiv wirkt und das Überleben der 

Zellen fördert. In Übereinstimmung damit war der kardioprotektive Effekt der Urocortine bei 

Ischämie/Reperfusion durch Hemmung der MEK1/2 und des CRF2-R verringert (Brar et al. 2000). Die 

Inhibition von PKC und PKA hatte keine Effekte auf die kardioprotektive Wirkung von Ucn 1, 2 und 3 

oder auf die p44/42-Phosphorylierung (Brar et al. 2004). Jedoch konnten Lawrence et al. eine 

Beteiligung von PKC und Kir 6.1 an der Ucn-1-vermittelten kardioprotektiven Wirkung nachweisen 

(Lawrence et al. 2002). Nicht nur die kardioprotektiven Wirkungen, sondern auch der positiv inotrope 

und lusitrope Effekt von Ucn wird offenbar zumindest teilweise durch den p44/42-MAPK-Signalweg 

vermittelt (Calderon-Sanchez et al. 2009).  

 

1.4.6.2. Urocortine aktivieren den PI3K/Akt/eNOS-Signalweg 

Die PI3K führt auch zur Aktivierung der Proteinkinase B (Akt). Beide Enzyme sind wichtig für die Ucn-

vermittelte Kardioprotektion (Brar et al. 2002). Bei einer Akt-Aktivierung wird sowohl dessen Threonin-

308 (in der Kinase-Domäne) als auch dessen Serin-473 (in der regulatorischen Domäne) 

phosphoryliert (Davidson et al. 2009). Die beiden Reste werden unabhängig voneinander reguliert 

(Alessi et al. 1996), wobei Thr-308 über den PI3K/PIP3/PDK1-Signalweg phosphoryliert wird (Coffer et 

al. 1998, Williams et al. 2000) und Ser-473 unabhängig davon (Feng et al. 2004). Die Akt selbst 

phosphoryliert Serinreste verschiedener Proteine. Inhibitoren der PI3K, wie Wortmannin und 

LY294002, blockieren die Ucn-1-vermittelte Kardioprotektion in neonatalen und adulten 

Kardiomyozyten (Brar et al. 2002). Überexpression der aktiven PI3K wirkt kardioprotektiv. Auch Ucn 2 

und 3 aktivieren den PI3K-Signalweg (Brar et al. 2004). Ein wichtiges Zielprotein der Akt ist die 

endotheliale NO-Synthase (eNOS), die von Akt am Serin-1177 phosphoryliert wird (Dimmeler et al. 

1999). 
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1.4.6.3. NO-Synthasen (NOS) 

Die NO-Synthasen lassen sich in konstitutive NO-Synthasen, wie die neuronale NO-Synthase (nNOS, 

NOS 1) und die endotheliale NO-Synthase (eNOS, NOS 3), und in die induzierbare NO-Synthase 

(iNOS, NOS 2) untergliedern (Hare 2003). Sie oxidieren L-Arginin am terminalen Guanidin-Stickstoff 

mit Hilfe von Sauerstoff und NADPH zu L-Citrullin und NO (Michel T und Feron 1997). Die 

konstitutiven NO-Synthasen werden Ca2+-Calmodulin- und phosphorylierungsabhängig aktiviert (Bredt 

und Snyder 1990) und produzieren kleine Mengen von NO, welche z.B. vasodilatierend oder 

thrombozytenaggregationshemmend wirken (Pollock et al. 1991). Große NO-Mengen zur 

Immunabwehr werden hingegen von der durch Zytokine induzierbaren iNOS synthetisiert (Kleinert et 

al. 2003). Einen unspezifischen toxischen Effekt kann NO durch seine Reaktion mit Superoxidanionen 

zu Peroxynitrit auslösen (Beckmann und Koppenol 1996). 

 

1.4.6.3.1. Die Aktivierung und Regulation der eNOS 

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

Reduktase-Domäne und einer Ca2+/Calmodulin-Bindungsdomäne (McCabe et al. 2000). 

Phosphoryliert werden kann die eNOS u.a. in der carboxyl-terminalen Domäne am Serin-1177 und in 

der Ca2+/Calmodulin-Bindungsdomäne am Threonin-495, sowie am Serin-633, am Serin-613, am 

Serin-615 und am Serin-114 (Mount et al. 2007, Fleming et al. 2001). Die eNOS-Aktivität kann durch 

Proteinkinasen, wie z.B. PKA, Akt, PKC und CaMKII, moduliert werden, indem diese eine 

Phosphorylierung am Serin-1177 und/oder eine Dephosphorylierung am Threonin-495 bewirken 

(Zhang XP und Hintze 2006). Durch die Serin-1177-Phosphorylierung wird die Ca2+-Abhängigkeit des 

Enzyms reduziert (Chen et al. 1999), der Elektronenfluss aus der Reduktase-Domäne gesteigert 

(McCabe et al. 2000) und die Enzymaktivität erhöht (Dimmeler et al. 1999). Wird jedoch Threonin-495 

phosphoryliert, so hat dies eine Steigerung der Ca2+-Calmodulin-Abhängigkeit der eNOS zur Folge 

und dadurch eine verringerte eNOS-Aktivität (Fleming et al. 2001, Michell et al. 2001). Jegliche Form 

der intrazellulären Ca2+-Erhöhung, die zu einer  Bindung mit Ca2+/Calmodulin führt, gleich ob durch 

rezeptorabhängige oder -unabhängige Mechanismen ausgelöst, steigert die eNOS-Aktivität (Zhang 

XP und Hintze 2006). Die kardiale eNOS ist gekoppelt an eine Vielzahl von Rezeptoren, wie z.B. 

muskarinerge, β-adrenerge und Bradykinin-Rezeptoren. Die eNOS findet sich in den Caveolae des 

Sarkolemms sowie der T-Tubuli. Sie wird durch Caveolin gehemmt (Hare 2003, Feron et al. 1998). Die 

Aktivierung der eNOS kann einerseits direkt durch Akt-Phosphorylierung am Serin-1177 vermittelt 

werden (Fulton et al. 1999, Dimmeler et al. 1999) oder andererseits über eine  Verdrängung von 

Caveolin durch Ca2+/Calmodulin bei einer Steigerung der intrazellulären Ca2+-Konzentration ausgelöst 

werden (Zhang XP und Hintze 2006). Das durch die eNOS produzierte NO aktiviert die lösliche 

Guanylatzyklase (sGC) und erhöht dadurch die intrazelluläre cGMP-Konzentration. 
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1.4.6.3.2. Allgemeine Wirkungen von NO 

Das Radikal NO hat im menschlichen Organismus viele verschiedene Funktionen. Es wirkt 

beispielsweise vasodilatierend, inhibierend auf die Thrombozytenadhäsion und -aggregation (Pinsky 

et al. 1997, Maisson et al. 2003), hemmend auf die Leukozytenadhäsion (Moncada und Higgs 1993) 

und unspezifisch toxisch auf Bakterien (Granger DM und Hibbs 1996). 

 

1.4.6.3.3. Kardiomyozytäre Wirkungen von NO 

Eine Aktivierung der eNOS führt zur Produktion von NO. Kleine Mengen von NO (EC50 von 100 nM) 

aktivieren die sGC, erhöhen die cGMP-Konzentration und stimulieren dadurch die Proteinkinase G 

(PKG), welche  eine Vielzahl von Zielproteinen phosphoryliert (Hare 2003). Eine PKG-induzierte 

Phosphorylierung von Troponin I führt zu einem positiv-lusitropen Effekt (Layland et al. 2002). PKG 

kann auch eine Hemmung des L-Typ-Ca2+-Einstroms bewirken und damit die Effekte einer β-

adrenergen Stimulation vermindern (Han et al. 1994, Maisson et al. 2003).                            

cGMP stimuliert einerseits die Phosphodiesterase II (PDE II), welche durch cAMP-Abbau zu einer 

cAMP-Verminderung führt, und hemmt andererseits die Phosphodiesterase III (PDE III), was in einer 

cAMP-Erhöhung resultiert (Han et al. 1994, Fischmeister und Mery 1996). Welche PDE aktiviert bzw. 

gehemmt wird, bestimmt hierbei die NO-Menge. Viel NO bewirkt eine Stimulation der PDE II mit der 

Folge einer Abschwächung des β-adrenergen Effektes, im Gegensatz zu wenig NO, was die PDE III 

inhibiert und damit die β-adrenerge Wirkung verstärkt (Mery et al. 1993, Layland et al. 2002,  Maisson 

et al. 2003). Es gibt Hinweise darauf, dass NO über GC/cGMP-unabhängige Mechanismen, die die 

Aktivierung von Adenylatzyklase und cAMP-abhängigen Proteinkinasen beinhalten, wirkt (Vila-Petroff 

et al. 1999). NO bewirkt nicht nur eine Aktivierung der cGMP/PKG-Signalkaskade, sondern auch eine 

S-Transnitrosylierung von Zielproteinen, wie z.B. von L-Typ-Ca2+-Kanälen und Ryanodin-Rezeptoren 

(Hare 2003).  

 

1.4.6.3.4. NO und die elektromechanische Kopplung 

Die elektromechanische Kopplung beruht auf einer Erhöhung der Ca2+-Konzentration in 

Kardiomyozyten. Die Kontraktion wird von einer Membrandepolarisation eingeleitet, die zu einem 

transsarkolemmalen Ca2+-Einstrom durch L-Typ-Ca2+-Kanäle führt (Bers 2002a). Dieser Ca2+-Einstrom 

stimuliert eine größere Ca2+-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) durch den 

Ryanodinrezeptor (RyR). Diese Ca2+-induzierte Ca2+-Freisetzung bewirkt eine Aktivierung der 

Myofilamente (Bers 2002a, Bers 2002b). Die Beseitigung des intrazellulären Ca2+ durch die Ca2+-

ATPase des SR (SERCA2a) und den sarkolemmalen Na+-Ca2+-Austauscher (NCX) führt zur 

myozytären Relaxation (Hobai und O‘Rourke 2000, 2001). Der sarkolemmale L-Typ-Ca2+-Kanal kann 

direkt und indirekt durch NO reguliert werden. NO moduliert direkt durch Transnitrosylierung der α1-

Untereinheit des L-Typ-Ca2+-Kanals und stimuliert damit den Ca2+-Einstrom über diesen Kanal 

(Campbell et al. 1996). NO ist ferner in der Lage, direkt die SERCA-Aktivität zu vermindern, wodurch 
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weniger Ca2+ in das SR aufgenommen wird (Xu KY et al. 1999). Auch Phospholamban, ein 

Schlüsselregulator der SERCA, wird durch NO beeinflusst. Steigt der NO- und damit auch der cGMP-

Spiegel, so führt dies zu einer verminderten PLB-Phosphorylierung (Stojanovic et al. 2001). Andere 

Experimente zeigten jedoch eine nNOS/NO-abhängige Phosphorylierungzunahme von PLB (Zhang 

YH et al. 2008). Auch der RYR kann durch NO beeinflusst werden. NO, vermutlich produziert durch 

nNOS, erhöht die Offenwahrscheinlichkeit des RyR und moduliert so den [Ca2+]i-Transienten und die 

Ca2+-Beladung des SR (Khan et al. 2003, Hare 2003). 

 

1.4.6.3.5. Die kardioprotektive Rolle der eNOS 

Die eNOS könnte eine kardioprotektive Rolle spielen. Denn sie schützt das Myokard vor 

arrhythmogener Aktivität während einer β-Adrenorezeptorstimulation (Wang H et al. 2008a). 

Kardioprotektiv wirkt die eNOS weiterhin dadurch, dass sie myokardiale Umbauprozesse begrenzt 

(Ziolo et al. 2008). Eine kardiale eNOS-Überexpression verringert die Entwicklung von Hypertrophie 

und kardialer Dysfunktion (Janssens et al. 2004, Buys et al. 2007). Verantwortlich hierfür ist der anti-

adrenerge Effekt der eNOS, die man auch als endogenen β-Blocker ansehen könnte (Ziolo et al. 

2008). Umgekehrt fördert eine eNOS-Deletion die Entwicklung einer kardialen Hypertrophie und 

steigert das Mortalitätsrisiko bei Mäusen (Barouch et al. 2003). Im insuffizienten Herzen könnte der 

eNOS-Signalweg verstärkt sein aufgrund einer gesteigerten Expression von Caveolin 3 (Hare et al. 

2000) und des β3-Adrenorezeptors (Monoitte et al. 2001) sowie einer Dysregulation der cGMP-

metabolisierenden Phosphodiesterase 5 (Senzaki et al. 2001). Ist das Herz jedoch vorgeschädigt, so 

kann die eNOS außer Kontrolle geraten und erhöhte Superoxidmengen produzieren sowie 

pathophysiologische Umbauprozesse fördern (Takimoto et al. 2000). 

 

1.4.6.4. Urocortine aktivieren den AC/cAMP/PKA-Signalweg und erhöhen den [Ca
2+
]i-

Transienten 

Urocortine wirken positiv-inotrop und positiv-lusitrop (Bale et al. 2004, Yang et al. 2006, Calderon-

Sanchez et al. 2009). Diese Effekte werden vom CRF2-R vermittelt, der Gs-Protein gekoppelt den 

AC/cAMP/PKA-Signalweg stimuliert (Yang et al. 2006). PKA wiederum erhöht den L-Typ-Ca2+-

Einstrom und den Ca2+-Gehalt des SRs über eine gesteigerte SERCA-Aktivität, was den [Ca2+]i-

Transienten und damit die kardiale Kontraktilität steigert (Yang et al. 2006). Die kardiale SERCA2a 

wird reguliert von Phospholamban (PLB): dephosphoryliertes PLB hemmt die SERCA2a, nach 

Phosphorylierung des PLB ist diese Hemmung aufgehoben (Hagemann und Xiao 2002). 
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1.4.6.4.1. PLB 

Phospholamban ist ein kleines Typ 2 Membranprotein, bestehend aus 52 Aminosäuren (Fujii et al. 

1987), welches mit dem SR und der SERCA2a assoziiert ist (Fujii et al. 1990). Das PLB kann 

untergliedert werden in zwei Hauptdomänen: eine hydrophile zytoplasmatische Domäne und eine 

hydrophobe membrandurchspannende Domäne (Fujii et al. 1987, Simmermann et al. 1986, Wegener 

et al. 1986). Zwei benachbarte Reste in der zytoplasmatische Domäne, Serin-16 (Ser-16) und 

Threonin-17 (Thr-17), wurden als Phosphorylierungsstellen der PKA und der CaMKII identifiziert 

(Karczewski et al. 1990, Lindemann et al. 1983, Simmermann et al. 1986, Wegener et al. 1989).  

 

1.4.6.4.2. Regulation der PLB-Expression  

Als SERCA-Inhibitor kann PLB durch eine veränderte Expression und durch seinen 

Phosphorylierungsstatus direkt die sarkoplasmatische Ca2+-Aufnahme und somit die 

Herzmuskelkontraktilität beeinflussen. Es wird in beiden Vorhöfen und Kammern des Herzens 

exprimiert, allerdings in niedrigerem Maße in den Vorhöfen. Wie auch die Expression der SERCA2a 

ist die PLB-Expression bei Herzerkrankungen verändert (Periasamy et al. 2008). Beispielsweise ist die 

PLB-Expression erhöht bei Hyperthyreodismus und erniedrigt bei Hypothyreodismus (Kiss et al. 

1994). Eine Änderung der PLB-Expression, wie sie z.B. beim PLB-Knockout vorkommt, erhöht die 

Kontraktilität und kann im Myopathiemodell in der Maus vor einer Herzinsuffizienz schützen (Sato et 

al. 2001), jedoch induziert eine PLB-Mutation, die die SERCA-Aktivität steigert, im Menschen eine 

Kardiomyopathie (Schmitt et al. 2003). 

 

1.4.6.4.3. Regulierung der PLB-Phosphorylierung 

Der inhibitorische Effekt von PLB auf die SERCA2a wird durch seine Phosphorylierung aufgehoben. 

Dies führt zu einer vermehrten Ca2+-Aufnahme ins SR und zu einer beschleunigten Relaxation (Frank 

et al. 2000, Kranias et al. 1988, Simmermann et al. 1986). Als Antwort auf eine β-adrenerge 

Stimulation in vivo wird PLB am Ser-16 und am Thr-17 phosphoryliert (Wegener et al. 1989). Das Ser-

16 wird von der PKA (Laraia und Morkin 1974) und das Thr-17 von der CaMKII phosphoryliert (Le 

Peuch et al. 1979). Beide Reste können unabhängig voneinander phosphoryliert werden. Aktuelle 

Studien zeigen, dass auch Akt PLB am Ser-16 und Thr-17 phosphorylieren kann (Gao et al. 2008, 

Catalucci et al. 2009). PLB stellt weiterhin ein Schlüsselziel für NO und die nNOS dar (Wang H et al. 

2008b, Zhang YH et al. 2008). Einerseits konnte eine NO-abhängige Abnahme der PLB-

Phosphorylierung gezeigt werden (Stojanovic et al. 2001) und andererseits eine nNOS/NO-abhängige 

Zunahme der PLB-Phosphorylierung (Zhang YH et al. 2008). Sowohl die Phosphorylierung vom Ser-

16 als auch vom Thr-17 führen zur Aufhebung des inhibitorischen Effektes von PLB auf die SERCA2a 

(Jackson und Colyer 1996). Die PKA-abhängige Phosphorylierung am Ser-16 erhöht die Ca2+-Affinität 

der SERCA2a (Reddy et al. 1996, Schwinger et al. 1999), wohingegen die CaMKII-abhängige 

Phosphorylierung am Thr-17 die maximale Geschwindigkeit der SERCA 2a steigert (Brixius et al. 
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2003).  Der Phosphorylierungsgrad von PLB wurde bei Herzinsuffizienz bis hin zum terminalen 

Herzversagen untersucht. Die Studien zeigten widersprüchliche Ergebnisse, da einerseits eine 

Steigerung (Boknik et al. 2001, Currie und Smith 1999) und andererseits eine Senkung (Mills et al. 

2006, Sande et al. 2002) der PLB-Phosphorylierung bei Herzinsuffizienz beobachtet werden konnte. 

Herzinsuffizienz-Studien zeigten eine Reduktion der Phosphorylierung am Serin-16, jedoch keine 

Veränderung des Thr-17-Phosphorylierungsstatus. Dies korrelierte gut mit der sinkenden Ca2+-

Sensitivität von SERCA2a bei Herzinsuffizienz (Sande et al. 2002, Schmidt et al. 1999, Schwinger et 

al. 1999, Brixius et al. 2003, El-Armouche et al. 2004). Hieraus könnte man den Schluss ziehen, dass 

der Phosphorylierungsgrad von PLB sich abhängig von der Schwere der Herzinsuffizienz verändert 

und von β-adrenergen Signalwegen beeinflusst werden könnte (Periasamy et al. 2008). Weiterhin 

konnte im erkrankten Herzen (kompensierte linksventrikuläre Hypertrophie und frühe Herzinsuffizienz) 

eine unterdrückte adrenerge Ansprechbarkeit verbunden mit einer gesteigerten basalen Thr-17-

Phosphorylierung beobachtet werden. Dies legt nahe, dass die Aktivierung von Ca2+-abhängigen 

Signalwegen mit der unterdrückten kontraktilen Reserve und der daraus resultierenden 

Herzinsuffizienz in Verbindung zu bringen ist (Mills et al. 2006). 

 

1.5. Proteinphosphatasen 

1.5.1. PP1 und PP2A 

Proteinphosphatasen stellen die Gegenspieler der Proteinkinasen dar. Sie dephosphorylieren die 

Zielproteine. Aus diesem Grunde fällt ihnen ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Regulation der 

Herzfunktion zu. Die Expression der Proteinphosphatasen im Herzen ist altersabhängig rückläufig und 

regional unterschiedlich mit einer größeren Phosphataseaktivität im Ventrikel als im Atrium 

(Gombosova et al. 1998, Huang et al. 1999, Lu et al. 1994). Die Serin/Threonin-Phosphatasen PP1 

und PP2A finden sich im Herzen (Herzig und Neumanm 2000), wobei die Expression der PP2A 

dreifach höher ist als die der PP1 (Ingebritsen et al. 1983). Diese beiden Phosphatasen sind für mehr 

als 90% aller Serin-/Threonin-Dephosphorylierungen im Herzen verantwortlich (Cohen P und Cohen 

PT 1989). Die Phosphataseaktivität ist erhöht nach Langzeitstimulation der β-Adrenorezeptoren 

(Boknik et al. 2000) und bei kompensierter Hypertrophie (Huang et al. 1999). Bei der humanen 

Herzinsuffizienz wurde eine erhöhte Aktivität der PP1 beobachtet (Neumann et al. 1997). Die 

Hemmung der PP1 und der PP2A durch Okadasäure in Papillarmuskeln führte zu einer Relaxation 

sowie zu einer Erhöhung der Kontraktionskraft (Neumann et al. 1993). Die MAPK-Signalwege werden 

von Proteinphosphatasen reguliert (Juntilla et al. 2008). Die PP2A reguliert einerseits den pro-

apoptotischen p38-MAPK-Signalweg (Prickett und Brautigan 2007) und andererseits den anti-

apoptotischen p44/42-MAPK- sowie den Akt-Signalweg (Adams et al. 2005, Ugi et al. 2004).  

Auch die PLB-Phosphorylierung wird durch Proteinphosphatasen reguliert. Die PP1 und die PP2A 

dephosphorylieren PLB am Thr-17 (MacDougall et al. 1991). Aber auch die Reduktion am Ser-16 

phosphorylierten PLB bei Herzinsuffizienz könnte das Resultat einer erhöhten Menge von PP sein 

(Sande et al. 2001). Es konnte eine Erniedrigung des basal phosphorlierten PLB (am Ser-16 und Thr-
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17) in Rattenkardiomyozyten nach Myokardinfarkt nachgewiesen werden, was auf eine erhöhte 

Dephosphorylierungsrate von aktivierter PP1 zurückzuführen war. Dies konnte mit dem PP-Inhibitor 

Okadasäure nachgewiesen werden, dessen Einsatz eine starke Erhöhung der PLB-Phosphorylierung 

am Ser-16- und Thr-17 zeigte (Huang et al. 1999). Die dem sarkoplasmatischen Retikulum zugehörige 

„PLB-Phosphatase“, die mit der PP1 vergleichbar ist, wird durch den Inhibitor-1 gehemmt (Steenart et 

al. 1992, MacDougall et al. 1991). Die Erhöhung der PLB-Phosphorylierung am Ser-16 und Thr-17-

Spiegel nach Forskolingabe könnte (neben einer Aktivierung von PKA) u.a. durch die Aktivierung von 

Inhibitor-1 erklärt werden (Huang et al. 1999). 

 

1.5.2. Calcineurin (PP2B)  

Calcineurin (PP2B) ist eine Ca2+/Calmodulin-abhängige Proteinphosphatase, die eine bedeutende 

Rolle bei Entzündung und kardialer Hypertrophie spielt (Molkentin et al. 1998, Ritter et al. 2002). 

Calcineurin besteht aus einer katalytischen Untereinheit A und einer Ca2+/Calmodulin-bindenden 

regulatorischen Untereinheit B. Die durch Calcineurin verursachte Hypertrophie ist abhängig von 

Transkriptionsfaktoren der NFAT (Nuclear Factor of Activated T-cells)-Familie (Molkentin et al. 1998). 

Cyclosporin A (CsA), welches im Komplex mit Cyclophilin Calcineurin hemmt, verhindert eine 

linksventrikuläre Hypertrophie und bewirkt eine Regression einer bestehenden Hypertrophie (Lim et al. 

2000). Die CaMKII wird ebenfalls von Ca2+/Calmodulin aktiviert und hat mit Calcineurin eine 

gemeinsame Endstrecke bei der Beeinflussung der Genexpression (Bueno et al. 2002).  

Unterschiedlich ist jedoch die Ca2+-abhängige Aktivierung des Calcineurin/NFAT-Moduls und der 

CaMKII. Bei einem niedrigen [Ca2+]i
 -Transienten wird  Calcineurin-/NFAT aktiviert und bei einem 

hohen [Ca2+]i
 -Transienten die CaMKII (Dolmetsch et al. 1997, Passier et al. 2000). NO und die cGMP-

abhängige PKG Typ I bewirken über die Hemmung des Calcineurin-NFAT-Signalweges eine Inhibition 

der kardialen Hypertrophie (Fiedler et al. 2002). Eine Überexpression von Calcineurin in 

Kardiomyozyten führte zu einer Dephosphorylierung und Anhäufung von NFATc1 im Zellkern. Dies 

führte zu einer starken iNOS-Expression, was protektiv bei Ischämie-/Reperfusionsverletzungen von 

Kardiomyozyten war (Obasanjo-Blackshire et al. 2006). Calcineurin wirkt ebenfalls auf die MAP-

Kinasen. Die Aktivierung von Calcineurin fördert die p44/42-MAPK-Aktivierung und hemmt die p38-

MAPK. Die MAP-Kinasen JNK und p38-MAPK sind partielle Antagonisten von Calcineurin durch eine 

direkte Inhibition von NFAT, während die p44/42-MAPK die Calcineurin/NFAT-Aktivierung potenziert. 

Der genaue Mechanismus ist jedoch noch unklar (Molkentin 2004). 
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1.6. Signaltransduktionswege der CRF2-R in Kardiomyozyten

                                                   

Abb. 1.1. Signaltransduktionswege der CRF2-R in Kardiomyozyten                                               

Abkürzungen: AC: Adenylatzyklase, Akt: Proteinkinase B, cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat, cGMP: zyklisches 

Guanosinmonophosphat, CaMKII: Ca
2+
-Calmodulin-abhängige Proteinkinase 2, CRF2-R: Corticotropin-Releasing-Faktor-

Rezeptor Typ 2, eNOS: endotheliale NO-Synthase, Ica, L:: L-Typ-Ca
2+
-Kanal, MEK1/2: MAPK-Kinase der p44/42-MAPK, NO: 

Stickstoffmonoxid, PDE: Phosphodiesterase, PI3K: Phosphatidylinositol-3-OH-Kinase, PKA: Proteinkinase A, PKG: 

Proteinkinase G, p44/42-MAPK: p44/42-Mitogen-aktivierte Proteinkinase, PLB: Phospholamban, Raf: MKKK der p44/42-MAPK, 

Ras: G-Protein, RyR: Ryanodinrezeptor, SERCA 2a: Ca
2+
-ATPase des Sarkoplasmatischen Retikulums, SR: 

Sarkoplasmatisches Retikulum, sGC: lösliche Guanylatzyklase, Ucn 2: Urocortin 2  

 

In der Abb. 1.1. sind die bekannten Signaltransduktionswege des CRF2-R in Kardiomyozyten 

zusammengefasst. Ucn 2 bewirkt über den G-Protein-gekoppelten CRF2-R eine Stimulierung des 

AC/cAMP/PKA-Signalweges. Die PKA phosphoryliert Zielproteine, die an der  Regulation der 

elektromechanischen Kopplung beteiligt sind, u.a. PLB am Ser-16, den RyR und den L-Typ-Ca2+-

Kanal. Dadurch wird der [Ca2+]i-Transient erhöht. Auch der PI3K/Akt/eNOS-Signalweg wird vom CRF2-

R aktiviert sowie der Ras/Raf/MEK1/2-p44/42-MAPK-Signalweg. Das durch die eNOS produzierte NO 

bewirkt eine cGMP-Erhöhung, die über Modulation von PDEs mit dem cAMP/PKA-Signalweg 

interagiert. Die Ca2+/Calmodulin-abhängige CaMKII, die durch den erhöhten [Ca2+]i-Transienten 

aktiviert wird, führt zur Phosphorylierung von PLB am Thr-17. 
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1.7. Ziele der Arbeit 

Studien an Tiermodellen wie lebenden Menschen in vivo zeigen positive Wirkungen der Urocortine auf 

die kardiale Funktion. Daher werden die Urocortine als Therapieoption für die Herzinsuffizienz immer 

interessanter. Gleichzeitig sind die zellulären Wirkungen der Urocortine in Herzmuskelzellen – trotz 

der Kenntnis mehrerer aktivierter Signalkaskaden – noch nicht hinreichend verstanden. Wie schnell 

und in welcher Reihenfolge die einzelnen Signaltransduktionswege aktiviert werden und inwieweit 

eine Abhängigkeit bzw. eine Querverbindung dieser Kaskaden untereinander besteht, ist nicht 

bekannt. Gegenstand dieser Arbeit ist daher die Untersuchung der zeitabhängigen Aktivierung des 

AC/cAMP/PKA, des Ca2+-Calmodulin/CaMKII, des MEK1/2-p44/42-MAPK- und des PI3K/Akt/eNOS-

Signalweges durch Ucn 2.  

Neben der Aktivierung von Proteinkinasen ist die Aktivität von Proteinphosphatasen ausschlaggebend 

für die Phosphorylierung und damit die Funktion von Zielproteinen. Die Bedeutung von 

Proteinphosphatasen für die zellulären Wirkungen der Urocortine in Herzmuskelzellen wurde bisher 

jedoch noch nicht untersucht. Ein zweites grundlegendes Ziel dieser Arbeit ist daher die 

Charakterisierung der Rolle von Proteinphosphatasen für die Ucn-2-induzierte Phosphorylierung 

kardialer Proteine. 

Als Nachweis für die Aktivierung der genannten Signalkaskaden und die Rolle der Phosphatasen 

diente die Phosphorylierung definierter Zielproteine, die mit Hilfe von phosphospezifischen Antikörpern 

bestimmt wurde. Die Beteiligung von Phosphatasen wurde durch den Einsatz von Phosphatase-

Hemmstoffen überprüft. 

Folgende spezifische Fragestellungen wurden daher untersucht: 

1. Wie ist der Zeitverlauf der Ucn-2-abhängigen Phosphorylierung von Akt, eNOS, p44/42-MAPK 

und PLB in isolierten Kaninchen-Kardiomyozyten? 

2. Wie wirkt im Vergleich dazu eine selektive Aktivierung des AC/PKA/cAMP-Signalweges durch 

den AC-Aktivator Forskolin auf den Zeitverlauf der Aktivierung von Akt, eNOS, p44/42-MAPK 

und PLB? 

3. Welche Bedeutung kommt den Proteinphosphatasen PP1, PP2A und PP2B für die Ucn-2-

induzierten Änderungen der Phosphorylierung von Akt, eNOS, p44/42-MAPK und PLB zu? 
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2. Material und Methoden 

 

2.1. Materialien, alphabetisch  

2.1.1. Chemikalien 

Akryl-, Bisakrylamid Lösung (Roth, Karlsruhe # 3029.1) 

Ammoniumpersulfat (APS) (Sigma, Steinheim # A3678) 

Aprotinin (Boehringer Mannheim, Mannheim # A3428) 

Bromphenolblau-Natriumsalz (AppliChem, Darmstadt # A3650) 

Butanol (Merck, Darmstadt # 1.00988.1000) 

Dithiothreitol (DTT) (Sigma, Steinheim # D9163) 

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma, Steinheim # D5879) 

Ethanol (Merck, Darmstadt # 1.590100.500) 

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

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

β-Glyzerolphosphat (Sigma, Steinheim # G-6251) 

Glyzerol (Sigma, Steinheim # G-5516) 

Glyzin (Roth, Karlsruhe # 3908.3) 

Leupeptin (Sigma, Steinheim # L-2023) 

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

Methanol (Merck, Darmstadt #1.06012.1000) 

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

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

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

Natriumorthovanadat (Sigma, Steinheim # S-6508) 

Natriumpyrophosphat (Sigma, Steinheim # S-6422) 

NP 40 (IGEPAL CA-630) (Sigma, Steinheim # I-3021) 
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Dulbecco’s PBS (10x ohne Mg2+ und Ca2+) (PAA, Pasching, Österreich # H15-011) 

Ponceau S-Lösung (Sigma, Steinheim # P-7170) 

Pepstatin A (Sigma, Steinheim # P-4265) 

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

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

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

Röntgen-Entwickler LX 24 (Kodak, Paris, Frankreich # 5070933) 

Röntgen-Fixierlösung (Tetenal, Norderstedt # 101043) 

TEMED (Sigma, Steinheim # T-9281) 

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

 

2.1.2. Markerproteine, Kits 

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

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

Supersignal® West Pico (PIERCE, Rockford, USA) 

Chemilumineszenz-Substrat (# 34080.02 CG 5045 3A) 

 

2.1.3. Antikörper 

Primärantikörper: 

Polyklonaler Anti-phospho-p44/42 MAP-Kinase-Antikörper (Cell Signaling, Beverly, USA # 9106) 

Monoklonaler Anti-p44/42 MAP-Kinase-Antikörper (Cell Signaling, Beverly, USA # 9102) 

Polyklonaler Anti-Akt-Antikörper (Cell Signaling, Beverly, USA # 9272) 

Polyklonaler Anti-phospho-Akt-(Ser473)-Antikörper (Cell Signaling, Beverly, USA# 9271) 

Polyklonaler Anti-phospho-Akt-(Thr308)-Antikörper (Cell Signaling, Beverly, USA# 9275) 

Polyklonaler Anti-NOS3-Antikörper (C20) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA # sc-654) 
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Polyklonaler Anti-phospho-eNOS-(Ser1177)-Antikörper (Cell Signaling, Beverly, USA# 9571) 

Monoklonaler Anti-GAPDH-Antikörper (Bio Trend, Köln # 4699-9555) 

Polyklonaler Anti-phospho-PLB (ser.16)-Antikörper (Badrilla, Leeds, UK, A 010-12) 

Polyklonaler Anti-phospho-PLB (thr.17)-Antikörper (Badrilla, Leeds, UK, A 010-13) 

Monoklonaler Anti-PLB-Antikörper A1 (Badrilla, Leeds, UK, A 010-14) 

 

Sekundärantikörper: 

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

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

 

2.1.4. Technische Geräte 

Ray Film (13x18cm) (Fuji Film, Chicago, USA # 4014403)  

Gelelektrophoreseapparatur Mini-Trans-Blot Cell (Bio-Rad, München) 

Gelgießapparatur (Bio-Rad, München) 

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

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

Nitrozellulose-Transfermembran (pore size 0,45µm) (Schleicher & Schuell, Dassel # 10 401 196) 

Tischschüttler Polymax 1040 (Heidolph, Kerlheim) 

Transferkammer Mini Protean 3 Cell (Bio-Rad, München) 

Transformator Power Pac 300 (Bio-Rad, München) 

Zentrifuge 1-15 (Sigma, Steinheim) 

 

2.2. Isolierung von Kaninchen-Kardiomyozyten 

Sämtliche Western Blots wurden mit Homogenaten aus adulten enzymatisch-isolierten Kaninchen-

Ventrikelmyozyten durchgeführt. 
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2.2.1. Lösungen für die Zellisolierung 

2.2.1.1. Hepes-gepufferte Tyrodelösung 

Zunächst wurde eine Hepes-gepufferte Tyrodelösung hergestellt. Aus dieser wurden weitere 

Lösungen für die Zellisolierung abgeleitet. Die Hepes-gepufferte Tyrodelösung hatte folgende 

Zusammensetzung: 

Substanz Konzentration MW g/mol Firma / Bestellnummer 

NaCl 137 mM 58,44 Merck / 1.06404.1000 

KCl 5,4 mM 74,55 Merck / 1.04936.1000 

MgSO4x7H2O 1,2 mM 246,48 Merck / 1.05886.0500 

Na2HPO4x12H2O 1,2 mM 358,14 Merck / 1.06573.1000 

Hepes 20 mM 238,21 Sigma / H-3375 

D(+)-Glucose 30 mM 180,16 Merck / 1.08337.1000 

Tab. 2.1. Hepes-gepufferte Tyrodelösung                                                                                                                                       

Mit dieser Hepes-gepufferten Tyrodelösung und einer 1M CaCl2-Lösung (Fluka 21115) wurde noch 

eine Ca2+-haltige Hepes-gepufferte Tyrodelösung hergestellt.  

 

2.2.1.2. Enzymlösung  

Substanz Konzentration MW g/mol Firma / Bestellnummer 

Taurin 7,5 mg/ml 125,15 Sigma / T 0625-100G 

DL-Glutaminsäure 1,175 mg/ml 147,1 Sigma / G 1126 

L-Carnitin 0,388 mg/ml 197,66 Sigma / C 0283-25G 

Kollagenase Typ   

CLS II 

1 mg/ml 254 U/mg Biochrom AG 

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

CaCl2 1M 0,025 µl/ml 110,99 Fluka 21115 

Tab. 2.2. Enzymlösung 

Die Substanzen wurden in Hepes-gepufferter Tyrodelösung ohne CaCl2 gelöst.  
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2.2.1.3. Stopplösung 

 

Substanz Konzentration MW g/mol Firma / Bestellnummer 

Albumin 

(Rinderserum) 

20 mg/ml 66,3 Sigma / A 2153 

2,3-Butandion-

Monoxim (BDM) 

2,025 mg/ml 101,1 Sigma / B 0753 

CaCl2 1M 0,05 µl/ml 110,99 Fluka / 21115 

Tab. 2.3. Stopplösung 

Anschießend erfolgte die Lösung der Substanzen in Hepes-gepufferter Tyrodelösung ohne CaCl2. 

 

2.2.1.4. Lösungen zum Waschen und Kalziumaufbau  

Die Lösungen zum Waschen und für den Kalziumaufbau enthielten unterschiedliche Konzentrationen 

an 1M CaCl2: 

      1M CaCl2       BDM 

1.   Waschlösung    0,05 µl/ml       2,2 mg/ml 

2./3. Waschlösung    0,05 µl/ml           (=50 µM CaCl2) 

1.  Schritt des Kalziumaufbaus  0,125 µl/ml         (=125 µM CaCl2) 

2. Schritt des Kalziumaufbaus   0,25 µl/ml           (=250 µM CaCl2) 

3. Schritt des Kalziumaufbaus  0,5 µl/ml             (= 500 µM CaCl2) 

4. Schritt des Kalziumaufbaus   1,0 µl/ml   (= 1000 µM CaCl2) 
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2.2.1.5. Nährlösung 

Nach erfolgreicher Zellisolierung wurden die Kardiomyozyten in eine Nährlösung mit 60 mg/ml 

Albumin (Sigma A2153-500G) überführt. Die Nährlösung setzte sich folgendermaßen zusammen:  

Substanz Konzentration  MW g/mol Firma / Bestellnummer 

Medium 199 - -  GIBCO 22350 

Taurin 5 mM 125,15 Sigma / T 0625 

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

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

Penicillin/Streptomycin 

100x 0,01 ml/ml  - Biochrom AG A 2213 

L-Glutamin (200 mM) 1 ml/ml   -  Biochrom AG K 0283 

Tab. 2.4. Nährlösung 

Nach steriler Filtration des Mediums wurde es bei 4°C gelagert.  

 

2.2.2. Kardiomyozyten-Isolierung 

Zunächst wurden die Kaninchen über die Ohrvene mit 50 mg/kg i.v. Thiopental (Nycomed, Konstanz # 

132281) anästhesiert. Zusätzlich verabreichte man 25 I.E. Heparin-Natrium (Ratiopharm, Ulm #, PZN 

3029843) als Antikoagulans, um einer Thrombenbildung im Herzen vorzubeugen. Anschließend wurde 

zügig der Thorax eröffnet und das Herz entnommen. Dies führte zum Tode des Kaninchens. Das Herz 

wurde über die Aorta mit circa 400 ml kalziumhaltiger Tyrodelösung perfundiert, um sich zu 

vergewissern, dass die Kardiomyozyten funktionstüchtig waren. Daraufhin wurde das Herz zwischen 7 

und 13 Minuten mit nominell Ca2+-freier Tyrodelösung perfundiert, um die Kontraktion zu stoppen und 

die extrazelluläre Matrix zu lockern. Durch die kontinuierliche Perfusion für 20 bis 30 Minuten mit der 

Enzymlösung, welche 1mg/ml Kollagenase und 0,04 mg/ml Protease enthielt, wurde das Herz 

verdaut. Zum Stoppen der Kollagenase- und Proteaseaktivität wurde das Herz in die Stopplösung 

überführt. Das Ventrikelgewebe wurde in ein Becherglas mit BDM-haltiger Waschlösung gegeben, 

zerkleinert und anschließend filtriert. Dieser Vorgang wurde noch zweimal in der Waschlösung ohne 

BDM wiederholt. Danach erfolgte der langsame Kalziumaufbau. Dafür wurde zuerst die 

Zellsuspension in ein 50 ml Falcon Tube filtriert und der Überstand nach 6 bis 10 Minuten 

Sedimentation abgesaugt. Danach wurde als erster Schritt 125 µM Kalziumaufbaulösung zugesetzt. 

Nach 10-minütiger Sedimentation wurde der Überstand wieder abgesaugt und als zweiter Schritt die 

250 µM Kalziumaufbaulösung zugeführt. Dieser Vorgang wiederholte sich im dritten und vierten Schritt 
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des Kalziumaufbaus bis zu einer Kalziumkonzentration von 1000 µM. Anschließend wurde die 

Kardiomyozytensuspension in die Nährlösung überführt. 

 

2.2.3. Laminieren und Ausplattieren der isolierten Kardiomyozyten 

Zunächst wurde den Kulturschalen (100 mm x 20 mm, Sarstedt, Newton, USA 831802) 3 ml 

Nährlösung ohne Albumin mit 10 µl/ml Laminin (Maus-Laminin, Tebu-Bio, Offenbach # 0172005; 

Lagerung bei 70°C) zugegeben und für 30 Minuten im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO2 oder eine 

Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde die Lösung vorsichtig absaugt. Das 

Laminin diente der besseren Anheftung der Kardiomyozyten an den Schalenboden. Nun wurden 

500.000 Kardiomyozyten in 5 ml Nährlösung zugegeben und 3 Stunden bei Raumtemperatur stehen 

gelassen.  

 

2.2.4. Pharmaka 

2.2.4.1. Urocortin 2 (Ucn 2) 

Urocortin 2 (MW 4152,9 g/mol; Sigma / U9507) gehört zur Familie der Corticotropin-

Freisetzungfaktoren (Corticotropin-Releasing-Faktor, CRF). Es wurde eine 10-5M Ucn-2-Stammlösung 

in H2Obidest. hergestellt und bei -20°C gelagert. Alle Versuche wurden an isolierten Kaninchen-

Kardiomyozyten mit einer Ucn-2-Konzentration von 100 nM in den Zellkulturschalen durchgeführt, da 

hierfür bereits zuvor eine maximale Wirkung nachgewiesen werden konnte (Yang et al. 2006).        

2.2.4.2. Forskolin 

Forskolin (MW 410,5 g/mol; Calbiochem / 344270) ist ein Diterpen, welches aus der Pflanze Coleus 

forkohlii gewonnen wird. Es ist ein direkter Stimulator der Adenylatzyklasen und erhöht die 

intrazelluläre cAMP-Konzentration. Es wurde eine 10 mM Forskolin-Stammlösung in DMSO angesetzt 

und bei 4°C gelagert.  Für die Konzentration von 10 µM konnte eine maximale Wirkung gezeigt 

werden (Traebert et al. 1998). Daher wurde eine Endkonzentration von 10 µM Forskolin in der 

Zellkulturschale eingesetzt. 

2.2.4.3. Okadasäure 

Okadasäure (MW 843,1 g/mol; Calbiochem / 459618) ist ein Toxin mariner Dinoflagellaten. Sie 

inhibiert die Proteinphosphatasen 1 und 2A. Es wurde eine 100 µM Okadasäure-Stammlösung in 

H2Obidest. angesetzt und bei -20°C aufbewahrt. Die Endkonzentration in der Zellkulturschale betrug 1 

µM. Dies wurde in vorhergehenden Studien als die maximal wirksame Konzentration definiert 

(Steenart et al. 1991, Huang et al. 1999). 
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2.2.4.4. Cyclosporin A, Tolypocladium inflatum 

Cyclosporin A (MW 1202,6 g/mol; Calbiochem / 239835) ist ein zyklisches Peptid aus dem Pilz 

Tolypocladium inflatum. Es bildet mit dem intrazellulären Protein Cyclophilin einen Komplex, welcher 

die Aktivität der Ca2+/Calmodulin-abhängigen Proteinphosphatase Calcineurin (Proteinphophatase 2B, 

PP2B) hemmt. Es wurde eine 10 mM Cyclosporin-A-Stammlösung in DMSO angesetzt, auf eine 

Konzentration von 0,1 mM mit H2Obidest. verdünnt und bei -20°C gelagert. Es wurde ein 

Endkonzentration von 0,1 µM Cyclosporin A in der Zellkulturschale eingesetzt. Diese 

Endkonzentration entspricht der maximal wirksamen Konzentration und der therapeutischen 

Konzentration, die nach Organtransplantationen verabreicht wird (Swanson et al. 1992, de Groot-

Krusemann et al. 2001). 

 

2.2.4.5. Übersicht der verwendeten Pharmaka und deren Konzentrationen 

Substanz Stammlösung Endkonzentration 

Ucn 2 10-5 M H2Obidest. 1x10-7 M 

Forskolin 10-2 M DMSO 1x10-5 M 

Okadasäure 10-4 M H2Obidest. 1x10-6 M 

Cyclosporin A 10-4 M 

DMSO/H2O 

1x10-7 M 

Tab. 2.5. Pharmaka und deren Konzentrationen  

 

2.3. Messprotokolle an isolierten Kaninchen-Kardiomyozyten 

2.3.1. Ucn 2-Messprotokoll 

Für die Zeitreihe mit Ucn 2 wurden 6 Kulturschalen vorbereitet. Schale 1 diente als unbehandelte 

Kontrolle. Die Zellen wurden nach 15 Minuten geerntet. In Schale 2 bis 6 wurden jeweils 100 nM Ucn 

2 zugegeben. Die Zellen in Schale 2 wurden nach 5 Minuten, in Schale 3 nach 10 Minuten, in Schale 

4 nach 15 Minuten, in Schale 5 nach 30 Minuten und in Schale 6 nach 180 Minuten geerntet. 

2.3.2. Forskolin-Messprotokoll 

Die Schale 1 diente als Kontrolle. Die Zellen wurden 15 Minuten nach Zugabe von 1:10 mit H2Obidest. 

verdünntem DMSO geerntet. Schale 2 wurde mit 10 µM Forskolin behandelt. Die Zellen in Schale 2 

wurden nach 30 Minuten geerntet.  
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2.3.3. Messprotokoll von Okadasäure mit und ohne Ucn 2 

Die Zellen in Schale 1 dienten als Kontrolle und wurden nach 15 Minuten geerntet. Schale 2 und 3 

wurde 1 µM Okadasäure hinzugegeben. Nach 30 Minuten wurde Schale 2 geerntet und in Schale 3 

100 nM Ucn 2 zugegeben. Schale 3 wurde nach 30 Minuten weiterer Inkubation geerntet. 

2.3.4. Messprotokoll von Cyclosporin A mit und ohne Ucn 2 

Die mit 1:100 mit H2Obidest. verdünntem DMSO versetzen Zellen der Schale 1 dienten als Kontrolle. Sie 

wurden nach 30 Minuten geerntet. In Schale 2 und 3 wurden 0,1 µM Cyclosporin A zugegeben. Nach 

30 Minuten wurde Schale 2 geerntet und zur Schale 3 100 nM Ucn 2 zugegeben. Schale 3 wurde 

nach 30 Minuten weiterer Inkubation geerntet. 

 

2.4. Ernten der Kaninchen-Kardiomyozyten 

Zunächst wurde die Inkubationslösung abgesaugt. Alle folgenden Schritte wurden unter Kühlung 

durchgeführt. Anschließend wurden die Schalen mit 5 ml PBS abgewaschen. Es wurden zwischen 80 

und 200 µl Homogenisationspuffer gleichmäßig auf die Schalenböden geträufelt. Mit einem 

Zellschaber wurden dann die am Boden anhaftenden Myozyten abgeschabt, in ein Eppendorf-

Reaktionsgefäß pipettiert und in diesem durch Aufziehen in eine 27G-Spritze zerkleinert. 

Anschließend wurde das Zellhomogenat im Kühlraum bei 4°C für 3 Minuten zentrifugiert. Der 

Überstand wurde gesammelt und bei -80°C eingefroren.                                  

Der Homogenisationspuffer setzte sich folgendermaßen zusammen: 

Homogenisationspuffer 

Substanz Konzentration MW g/mol 

NP 40 (IPEGAL CA-630) 1%  

Glycerol 10%  

Natriumchlorid 137 mM 58,44 

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

Natriumfluorid 20 mM 41,99 

Natrium-Orthovanadat 1 mM 183,9 

Natrium-Pyrophosphat 1 mM 446,1 

ß-Glycerolphosphat 50 mM 216 

EDTA pH 8 10 mM 372 
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EGTA pH 7 1 mM 380,4 

Aprotinin 4 µg/ml 651,2 

Leupeptin 4 µg/ml 475,6 

Pepstatin A 4 µg/ml 685,9 

PMSF 1 mM 174,2 

Tab. 2.6. Homogenisierungspuffer 

 

2.5. Proteinkonzentrationsbestimmung 

Zunächst wurde eine Rinderserumalbumin-Stammlösung von 3 µg/µl angesetzt, um aus dieser eine 

Verdünnungsreihe (Leerwert – 0,5 – 1 – 1,5 – 2 – 2,5 – 3 µg/µl) für die Eichkurve herzustellen. Diesen 

Ansätzen sowie 10 µl der zu bestimmenden Probe wurde dann 500 µl BCA-Reagenz 

(Bicinchoninsäure – Protein Assay Reagenz A # 23223, Reagenz B # 23224) zugegeben im 

Verhältnis Reagenz A zu Reagenz B von 50:1. Anschließend wurden die Eppendorf-Reaktionsgefäße 

für 30 Minuten in einem Wasserbad bei 37°C inkubiert. Dabei liefen folgende Reaktionen ab: Die Cu2+-

Ionen des Reagenz reagierten mit dem Protein der Probe im alkalischen Milieu und wurden zu Cu+ 

reduziert. Die Bicinchoninsäure interagierte mit dem Protein-Cu+-Komplex und bildete einen violetten 

wasserlöslichen Komplex. Die Extinktion dieses Komplexes ist bei 562 nm direkt proportional zur 

Proteinkonzentration. Die Extinktionen der Proben der Verdünnungsreihe sowie der 

Myozytenhomogenate wurden dann photometrisch gegen den Leerwert bestimmt. Anschließend 

wurde eine Eichgerade bestimmt. Aus dieser konnte man mittels linearer Regression den 

Proteingehalt der Homogenate errechnen. 

 

2.6. SDS-Polyakrylamid-Gelelektophorese 

2.6.1. Auswahl und Herstellung der SDS-Polyakrylamid-Gele 

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

gepufferte Trenngele mit einer Konzentration von 10% Polyakrylamid (für p44/42-MAPK, eNOS und 

Akt) und mit einer Konzentration von 12% Polyakrylamid (für PLB und GAPDH) sowie Sammelgele 

angefertigt.  
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Trenngelzusammensetzung: 

        10%  12% 

Akryl-/Bisakrylamid    7,5 ml  9,0 ml 

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

10% APS      75 µl  75 µl 

TEMED         15 µl  15 µl 

H2Obidest.   9,38 ml  7,88 ml. 

 

Sammelgelzusammensetzung: 

Akryl-/Bisakrylamid    1,00 ml 

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

10% APS   37,50  µl 

TEMED    15,00  µl 

H2Obidest.     4,62 ml. 

 

Die polymerisierten SDS-Gele wurden dann in die Elektrophereseapparatur eingespannt, die mit SDS-

Laufpuffer aufgefüllt wurde. Das SDS (Natriumdodecylsulfat) diente hierbei der Auflösung der Tertiär- 

und Quartiärstrukur der zu bestimmenden Proteine. Es überdeckte als anionisches Tensid die Ladung 

der Proteine, wodurch diese bei konstanter Spannung im Gel ihrer Größe nach aufgetrennt werden 

konnten. 

 

2.6.2. Probenvorbereitung 

Eine definierte Menge an Gesamtprotein der Proben, abhängig davon welches Protein man 

nachweisen wollte, wurde mit Homogenisationspuffer (siehe 2.4.1) verdünnt, so dass alle Proben das 

gleiche Volumen aufwiesen. Zu jeder Probe wurde dann 1/3 Laemmli-Puffer zugegeben. 
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Zusammensetzung des Laemmli-Puffers: 

EGTA    16 mM 

SDS     4% 

Tris-HCl pH 6,8       40 mM 

DTT     16 mM 

Glycerol    47% 

Bromphenolblau   0,05%. 

Teilweise wurden die Proben bei 95°C für 5 Minuten gekocht. Alle Proben wurden zentrifugiert und bis 

zum Auftragen auf Eis gelagert. 

 

 

Proteine Gesamtprotein 

(µg) 

95°C für 5 

min. 

Proteinmasse 

(kDa) 

p44/42-MAPK 30 X 42 und 44 

Akt 30 X 60 

eNOS 30 X 140 

p-PLB (Ser-16) und PLB 20 - 25 

p-PLB (Thr-17) und PLB 30 - 25 

GAPDH 20 / 30 - 32 

Tab. 2.7. Proteine und deren Massen 

Der Proteinmarker (Precision Plus Protein Standards, BIO-RAD, #161-0232), der gefärbte Proteine 

der Masse 10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150 und 250 kDa enthält, wurde verwendet, um später die 

Proteine der Proben anhand ihrer molekularen Masse identifizieren zu können. Wurden die Proben 

bei 95°C für 5 Minuten erhitzt, so wurde mit dem Marker genauso verfahren.  

Zur besseren Vergleichbarkeit der Western Blots untereinander wurde eine Konzentrationsreihe aus 

unbehandelten gepoolten Kaninchen-Kardiomyozyten aufgetragen. Bei den Messreihen mit Ucn 2 und 

Forskolin wurde mit 15, 30 und 60 µg Pool gearbeitet und bei den Messreihen mit Okadasäure und 

Cyclosporin A mit 30 und 60 µg Pool. 
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2.6.3. Gelbeladung und Gelelektophorese 

 

Der Proteinmarker, die Konzentrationsreihe (Pool) und die Proben wurden vorsichtig in die Taschen 

des Gels pipettiert. Bei der Gelelektrophorese mit konstanter Spannung von 80 Volt im Sammelgel 

und 120 Volt im Trenngel wurden die Proteine solange aufgetrennt, bis die Lauffront aus dem 

Unterrand des Gels ausgetreten war. 

 

2.7. Proteintransfer auf die Nitrozellulose-Membran – Blotten 

Als Vorbereitung hierfür wurden zunächst die Nitrozellulose-Membran der Porengröße 0,45 µm 

(Schleicher & Schuell, Dassel, #10401 196), 4 dünne Filterpapiere, sowie 2 Schwämmchen in 

Transferpuffer eingeweicht, was dazu diente, die Bindungsstellen der Membran für die Proteine der 

Gels zu aktivieren.  

Der Transferpuffer wurde folgendermaßen hergestellt:                                  

Als erstes wurde eine 5fach konzentrierte Stammlösung hergestellt, bestehend aus 78,8 g Tris-Base, 

und 28,8 g Glycin in 2 l H2Obidest.. Bei der Verdünnung dieser Stammlösung zu einfachem 

Transferpuffer wurden 20 % Methanol hinzugefügt. 

Als nächster Schritt wurden ein Schwämmchen, 2 Filterpapiere und die Nitrozellulose-Membran in die 

Plastikkammer gelegt. Das Gel wurde mit Hilfe eines Schabers aus der Gelapparatur gelöst und auf 

die Membran gelegt, welche anschließend noch von 2 Filterpapieren und einem Schwämmchen 

überdeckt wurden. Nach dem Schließen der Plastikklammer wurde diese in eine Box mit der 

Blotapparatur eingehängt, die mit Transferpuffer gefüllt wurde. Unter Kühlung wurde dann bei einer 

konstanten Stromstärke von 150 mA/cm2 über Nacht geblottet. 

 

2.8. Färben und Blocken der Membran 

 

Nachdem die Proteine des Gels auf die Membran transferiert worden waren, wurde diese mit Ponceau 

S-Lösung rot eingefärbt, womit man den erfolgreichen Transfer anhand von Proteinbanden auf der 

Membran erkennen konnte. Dann wurde die Membran geschnitten. Dies war notwendig, um 

gleichzeitig mehrere Proteine in einer Probe nachzuweisen. In dieser Arbeit wurden die Proteine 

eNOS (ca. 140 kDa), Akt (ca. 60 kDa), p44/42-MAPK (ca. 44 und 42 kDa), GAPDH (ca. 32 kDa) und 

PLB (ca. 25 kDa) nachgewiesen. Anschließend wurde die Farbe mit destilliertem Wasser wieder 

heruntergewaschen. 

Als nächster Schritt wurde die Membran für 1 Stunde in Blockpuffer (5% Milchpulver in 1xTBST-

Puffer) gelegt. Der Blockpuffer diente hierbei der Absättigung der freien Bindungsstellen der Membran, 

um einen gezielten Einsatz der später zur Verwendung kommenden Antikörper zu gewährleisten.  

Danach wurden 2 Waschgänge von jeweils 10 Minuten mit TBST-Puffer durchgeführt, um die nicht 

festanhaftenden Milchpulverbestandteile zu entfernen. 
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Zusammensetzung des TBST-Puffers (2 l), pH 7,5: 

NaCl  19,82 g 

Tris-Base   2,42 g 

Tween 20   2,00 ml. 

 

2.9. Immunodetektion 

Anschließend wurde der in TBST-Puffer verdünnte Primärantikörper (siehe 2.5.1.3) über Nacht bei 

4°C mit der Membran inkubiert. 

Verdünnungen der phospho-spezifischen Primärantikörper und des GAPDH-Antikörpers: 

 

Primärantikörper Verdünnung Verdünnungslösung Sekundär-Antikörper-

Verdünnung 

Phospho-p44/42-MAPK-

Antikörper 

1:7000 TBST Anti-rabbit, 

1:3000 

Phospho-Akt-(Ser473)-

Antikörper 

1:1000 TBST Anti-rabbit, 

1:3000 

Phospho-Akt-(Thr308)-

Antikörper 

1:1000 TBST Anti-rabbit, 

1:3000 

Phospho-eNOS-(Ser1177)-

Antikörper 

1:750 TBST Anti-rabbit, 

1:3000 

Phospho-PLB-(Ser16)-

Antikörper 

1:1000 TBST mit 1% MP Anti-rabbit, 

1:3000 

Phospho-PLB-(Thr17)-

Antikörper 

1:1000 TBST mit 1% MP Anti-rabbit, 

1:3000 

GAPDH-Antikörper 1:40000 TBST mit 0,5% MP Anti-mouse, 

1:10000 

Tab. 2.8. Phospho-Antikörper und verwendete Verdünnungen 
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Es folgten 3 Waschvorgänge für jeweils 10 Minuten mit TBST-Puffer, um die nicht haftenden 

Antikörper zu entfernen. Nun wurden die Sekundärantikörper für eine Stunde zugegeben. Danach 

wurden die ungebundenen Sekundärantikörper 4-mal für 10 Minuten mit TBST-Puffer ausgewaschen. 

An den Sekundärantikörper war das Enzym Meerrettich-Peroxidase (HRP, horseradish peroxidase) 

gekoppelt. 

Auf die Membran wurden dann 4 ml ECL-Lösung (Luminol-H2O2 1:1) aufgetragen, wobei darauf 

geachtet wurde, dass die Membran vollständig mit der Lösung benetzt wurde. Da das Luminol 

Substrat der Meerrettich-Peroxidase ist und sich bei dessen Umsetzung eine Lumineszenz entwickelt, 

konnten so die Proteinbanden sichtbar gemacht werden. Ein Röntgenfilm wurde mit der Membran 

belichtet, wobei die Lumineszenz sich als Schwärzung der Banden niederschlägt. Anschließend wurde 

der Röntgenfilm entwickelt. 

Danach wurden die Primär- und Sekundärantikörper durch Waschen für 4 Minuten mit H2Obidest., 8 

Minuten mit 2 N NaOH und nochmals 4 Minuten mit H2Obidest. von der Membran entfernt. Anschließend 

wurde das gesamte Procedere ab dem Blocken wiederholt, wobei nun folgende Primärantikörper zum 

Einsatz kamen: 

Primärantikörper Verdünnung Verdünnungslösung Sekundär-Antikörper-

Verdünnung 

p44/42 MAPK-Antikörper 1:1000 TBST Anti-rabbit 

1:3000 

Akt-Antikörper 1:1000 TBST Anti-rabbit 

1:3000 

eNOS-Antikörper 1:1000 TBST Anti-rabbit 

1:3000 

PLB-A1-Antikörper 1:1000 TBST Anti-mouse 

1:5000 

Tab. 2.9. Antikörper und Verdünnungen 
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2.10. Auswertung der Western-Immunoblots 

 

Die schwarzgefärbten Proteinbanden des Röntgenfilmes wurden mit Hilfe des Multi Imager Light 

Cabinet-Systems densitometrisch erfasst. Für die Konzentrationsreihe der Kontroll-(Pool)-

Homogenate wurde eine lineare Regression ermittelt. Die Werte für die aufgetragenen Proben wurden 

mit Hilfe der Regressionsgraden bestimmt, um einer Vergleichbarkeit unter den Blots herzustellen. 

Anschließend wurde der Quotient aus phosphoryliertem Protein zu Gesamtprotein gebildet (p-Akt/Akt, 

p-eNOS/eNOS, p-p44/42-MAPK/p44/42-MAPK, p-PLB/PLB), um den Phosphorylierungsgrad der 

untersuchten Proteine zu ermitteln. Der Wert der mit Ucn 2, FSK, Okadasäure und Cyclosporin A 

behandelten Proben wurde auf den Wert der unbehandelten Proben (Kontrollhomogenat = 100%) 

normalisiert.   

 

2.11. Statistische Auswertung 

Alle Ergebnisse der Western-Immunoblots wurden als Mittelwert (MW) ± Standardfehler des 

Mittelwertes (SEM) angegeben. Die Daten wurden mit dem Student-t-Test (FSK-Experimente) oder 

einer Varianzanalyse (ANOVA) (übrige Experimente) auf signifikante Unterschiede getestet. Bei der 

Ucn-2-Zeitreihe wurde eine Einweg-Varianzanalyse mit Messwiederholung durchgeführt, gefolgt von 

einem Test nach Dunnett mit der unbehandelten Probe als Kontrolle. Bei den Experimenten mit 

Okadasäure und Cyclosporin A wurde eine Einweg-Varianzanalyse gefolgt von einem Newman-Keuls-

Test durchgeführt. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p≤0,05 wurde als statistisch signifikant definiert. 
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3. Ergebnisse 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese untersucht, dass Ucn 2 den MEK1/2-p44/42-MAPK-, 

den Akt/eNOS-, den cAMP/PKA- und den Ca2+/Calmodulin/CaMKII-Signalweg aktiviert. Weiterhin 

wurde die Bedeutung der Protein-Phosphatasen PP1, PP2A und PP2B für die Ucn-2-vermittelte 

Phosphorylierung von Zielproteinen untersucht.  

 

3.1. Western-Blot-Untersuchungen zur Ucn-2-vermittelten Phosphorylierung von Akt, eNOS, 

p44/42-MAPK und PLB  

Für die Versuchsreihen wurden die Kaninchen-Kardiomyozyten für unterschiedliche Zeiten mit        

100 nM Ucn 2 behandelt 

 

3.1.1. Zeitabhängigkeit der Phosphorylierung von p44/42-MAPK nach Ucn-2-Gabe 

A 

Ucn 2 (100 nM)  
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  F 

    
Abb. 3.1.  Zeitabhängigkeit der Ucn-2-induzierten p44/42-MAPK-Phosphorylierung                                                                                                

(A) Western-Blots mit Antikörpern gegen phosphorylierte p44/42-MAPK (obere Bande, pp44/42-MAPK), Gesamt-p44/42 

(mittlere Bande, p44/42-MAPK) und Gesamt-GAPDH (untere Bande). (B) Auftragung der densitometrisch ermittelten Werte für 

Phospho-p44/42 (grüner Balken) und Gesamt-p44/42 (grauer Balken). (C) Auftragung der Quotienten Phospho-p44/42/Gesamt-

p44/42. (D) Zeitabhängigkeit der Ucn-2-induzierten p44/42-MAPK -Phosphorylierung  von isolierten Kaninchenkardiomyozyten 

(MW±SEM, n=8). * p<0,05 vs. Kontrolle. (E) Zeitabhängigkeit der p44/42-MAPK-Expression in Gegenwart von Ucn 2  

Abb. 3.1.A zeigt einen Original-Western-Blot. Die obere Bande zeigt die Färbung der Membran mit 

einem phosphospezifischen Antikörper gegen p44/42-MAPK (pp44/42). In der mittleren Reihe wurde 

die Bande derselben Membran mit einem Antikörper gegen p44/42-MAPK gefärbt, der nicht zwischen 

phosphoryliertem und nicht-phosphoryliertem Protein unterscheidet und somit die 

Gesamtproteinmenge von p44/42-MAPK bestimmt. Die mittlere Gesamtproteinbande war nahezu 

gleich stark, d.h. dass die p44/42-MAPK-Expression durch Ucn 2 nicht verändert wurde. Die 

Phosphorylierung änderte sich zeitabhängig während der Inkubationszeit mit Ucn 2. Es lässt sich ein 

kontinuierlicher Anstieg mit einem Maximum nach 15 Minuten erkennen mit einem anschließenden 

Abfall nach 30 und 180 Minuten.                                       

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

3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) gefärbt. GAPDH, ein Enzym der Glykolyse, kommt ubiquitär in 

allen Geweben vor. Seine Expression wird kaum reguliert und dient daher bei Western-Blot-

Untersuchungen als Kontrolle für die Proteinbeladung. Die GAPDH-Banden waren ebenfalls nahezu 

gleich stark, d.h. dass die GAPDH-Expression durch Ucn 2 ebenfalls nicht beeinflusst wurde und dass 

die Proteinbeladung der einzelnen Proben gleichmäßig war. .                                     

Die unterschiedlichen Schwärzungsgrade der p44/42-Banden dieses Versuches wurden 

densitometrisch erfasst. Sie sind exemplarisch in Abb. 3.1.B dargestellt. Man erkennt, dass der 

Gesamt-p44/42-Gehalt (graue Balken) der einzelnen Proben etwa gleich groß war. Weiterhin zeigt 

sich die zeitabhängige Phosphorylierungserhöhung durch Ucn 2 (grüne Balken). Zur Quantifizierung 

der Ucn-2-induzierten Phosphorylierung von p44/42-MAPK wurde der Quotient aus phosphoryliertem 

p44/42-MAPK zu Gesamt-p44/42-MAPK gebildet (Abb. 3.1.C).                                       
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Abb. 3.2.  Zeitabhängigkeit der Ucn-2-induzierten Akt-Phosphorylierung am Threonin-308                                                                                

(A) Western-Blots mit Antikörpern gegen phosphoryliertes Akt (obere Bande, pAkt Threonin-308) und Gesamt-Akt (untere 

Bande, Akt) (B) Zeitabhängigkeit der Ucn-2-induzierten Akt-Phosphorylierung am Threonin-308 von isolierten 

Kaninchenkardiomyozyten (MW±SEM, n=7) (C) Maximale Akt-Phosphorylierung am Threonin-308. * p<0,05 vs. Kontrolle (D) 

Zeitabhängigkeit der Akt-Expression in Gegenwart von Ucn 2  

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

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

der unteren Reihe wurde mit einem Antikörper gefärbt, der die Gesamtproteinmenge von Akt anzeigt. 

Die Phosphorylierung des Threonin-308 veränderte sich mit der Dauer der Ucn-2-Gabe. Die 

Phosphorylierung nahm zunächst mit steigender Inkubationsdauer zu. Nach 10-30 Minuten wurde ein 

Maximum erreicht und nach 180 Minuten sank die Phosphorylierung ab.                                  

In Abb. 3.2.B sind die Daten von 7 verschiedenen Isolierungen zusammengefasst. Die relativen 

Änderungen des Phosphorylierungsgrades wurden auf die unbehandelte Kontrolle normiert.            

Die Ucn 2-Gabe führte zu einer zeitabhängigen Steigerung der Phosphorylierung am Thr-308 nach    

10-180 Minuten mit einem maximalen Wert nach 10 Minuten von  175+/-47% (n=7, p≥0,05).           

Abb. 3.2.C zeigt die maximalen Phosphorylierungswerte von pAkt am Threonin-308. Diese 

Darstellungsweise wurde gewählt, da der zeitabhängige Anstieg der Akt-Phosphorylierung variabel 

war. In den 7 Messreihen wurde zweimal ein Maximum nach 10 Minuten, dreimal ein Maximum nach 

15 Minuten und in zweimal ein Maximum nach 30 Minuten beobachtet und in die Wertung mit 

einbezogen. Das Ergebnis zeigt, dass Ucn 2 die Akt-Phosphorylierung am Thr-308 signifikant auf 

203±43% (n=7, p≤0,05) erhöhte.                                  

In Abb. 3.2.D sind die relativen Änderungen der Akt-Expression, normalisiert auf die unbehandelte 

Kontrolle, dargestellt.  Es ist keine wesentliche Änderung der Expression nach Ucn-2-Gabe 

erkennbar. 
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3.1.4. Zeitabhängigkeit der Phosphorylierung von eNOS am Ser-1177 nach Ucn-2-Gabe 
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Abb. 3.3.  Zeitabhängigkeit der Ucn-2-induzierten eNOS-Phosphorylierung am Serin-1177                                         

(A) Western-Blots mit Antikörpern gegen phosphoryliertes eNOS (obere Bande, peNOS Ser-1177) und Gesamt-Akt (untere 

Bande, eNOS). (B) Zeitabhängigkeit der Ucn-2-induzierten eNOS-Phosphorylierung am Serin-1177 von isolierten 

Kaninchenkardiomyozyten (MW±SEM, n=5). (C) Maximale eNOS-Phosphorylierung am Ser-1177. *p<0,05 vs. Kontrolle (D) 

Zeitabhängigkeit der eNOS-Expression in Gegenwart von Ucn 2  

In Abb. 3.3.A ist einen Original-Blot des eNOS-Proteins zu sehen. Die obere Bande zeigt die 

phosphorylierte eNOS (peNOS; Phosphorylierungsstelle am Serin-1177). In der unteren Bande ist das 

Gesamtprotein (eNOS) dargestellt. Ucn 2 führte zu einer zeitabhängigen Phosphorylierung des Serin-

1177 mit einem maximalen Anstieg nach 10-30 Minuten und einer Abnahme nach 180 Minuten.                                  

Abb. 3.3.B fasst die Daten von 5 verschiedenen Experimenten zusammen. Die relativen Änderungen 

des Phosphorylierungsgrades wurden normiert auf die unbehandelte Kontrolle aufgetragen. Es zeigte 

sich, dass die Ucn-2-Gabe zu einem zeitabhängigen Phosphorylierungsanstieg der eNOS führte mit 

einem Maximum nach 10 bis 30 Minuten von etwa 200%. Dieser Anstieg war jedoch statistisch nicht 

signifikant, vermutlich aufgrund des variablen zeitlichen Verlaufs in den einzelnen Messreihen.                                  

Abb. 3.3.C zeigt die maximale Phosphorylierung von eNOS am Ser-1177. Hierbei wurde in den 5 

Messreihen einmal die maximale Phosphorylierung nach 5 Minuten, zweimal nach 10 Minuten, einmal 

nach 15 Minuten und einmal nach 30 Minuten beobachtet und in die Wertung miteinbezogen. Ucn 2 

bewirkte einen signifikante Phosphorylierungsanstieg von eNOS am Ser-1177 auf 306±67% (n=5, 

p≤0,05).                                  

Abb. 3.3.D stellt die entsprechenden Daten der eNOS-Expression in Gegenwart von Ucn 2 dar. Die 

relative Änderung der Expression wurde auf die unbehandelte Kontrolle normiert. Es ist zu erkennen, 

dass es keine signifikanten Änderungen gibt. 

 

3.1.5. Zeitabhängigkeit der Phosphorylierung von PLB am Ser-16 nach Ucn-2-Gabe 
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B      C 

 

Abb. 3.4.  Zeitabhängigkeit der Ucn-2-induzierten PLB-Phosphorylierung am Serin-16                                                                                

(A) Western-Blots mit Antikörpern gegen phosphoryliertes PLB (obere Bande, pPLB Ser-16), Gesamt-PLB (mittlere Bande, 

PLB) und Gesamt-GAPDH (untere Bande) (B) Zeitabhängigkeit der Ucn-2-induzierten PLB-Phosphorylierung am Serin-16 von 

isolierten Kaninchenkardiomyozyten (MW±SEM, n=8). * p<0,05 vs. Kontrolle. ** p< 0,01 vs. Kontrolle. (C) Zeitabhängigkeit der 

PLB-Expression in Gegenwart von Ucn 2  

Abb. 3.4.A zeigt einen Original-Western-Blot. Die obere Bande zeigt das phosphorylierte PLB Ser-16 

(pPLB; Phosphorylierungsstelle am Serin-16). Ucn 2 bewirkte eine zeitabhängige starke 

Phosphorylierungszunahme über den gesamten Zeitraum. In der mittleren Bande ist das 

Gesamtprotein (PLB) dargestellt. Diese Gesamtproteinbande war nahezu gleich stark, d.h. dass die 

PLB-Expression durch Ucn 2 nicht verändert wurde. Die GAPDH-Banden waren ebenfalls nahezu 

gleich stark, d.h. dass die GAPDH-Expression durch Ucn 2 ebenfalls nicht beeinflusst wurde und dass 

die Proteinbeladung der einzelnen Proben gleichmäßig war.                                                                     

Abb. 3.4.B fasst die Daten von 8 verschiedenen Experimenten zusammen. Die relativen Änderungen 

des Phosphorylierungsgrades wurden normiert auf die unbehandelte Kontrolle aufgetragen. Es zeigte 

sich, dass die Ucn-2-Gabe zu einem sehr starken Anstieg der Phosphorylierung des PLB am Ser-16 

über den gesamten Zeitraum auf etwa 700-1100% der Kontrolle führte.                                                                            

Abb. 3.4.C stellt die entsprechenden Daten der PLB-Expression in Gegenwart von Ucn 2 dar. Die 

relative Änderung der Expression wurde auf die unbehandelte Kontrolle normiert. Es ist keine 

Änderung der Expression erkennbar. 
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3.1.6. Zeitabhängigkeit der Phosphorylierung von PLB am Thr-17 nach Ucn-2-Gabe 

A 

 

 

 

 

 

B       C 

  

Abb. 3.5. Zeitabhängigkeit der Ucn-2-induzierten PLB-Phosphorylierung am Threonin-17                                         

(A) Western-Blots mit Antikörpern gegen phosphoryliertes PLB (obere Bande, pPLB Thr-17), Gesamt-PLB (mittlere Bande, 

PLB) und Gesamt-GAPDH (untere Bande). (B) Zeitabhängigkeit der Ucn-2-induzierten PLB-Phosphorylierung am Threonin-17 

von isolierten Kaninchenkardiomyozyten (MW±SEM, n=8). * p≤0,05 vs. Kontrolle. ** p≤0,01 (C) Zeitabhängigkeit der PLB-

Expression in Gegenwart von Ucn 2 

Abb. 3.5.A zeigt einen Original-Western-Blot. Die obere Bande zeigt das phosphorylierte PLB Thr-17 

(pPLB; Phosphorylierungsstelle am Threonin-17). In der mittleren Bande ist das Gesamtprotein (PLB) 

dargestellt. Diese Gesamtproteinbande war nahezu gleich stark, d.h. dass die PLB-Expression durch 

Ucn 2 nicht verändert wurde. Ucn 2 bewirkte eine zeitabhängige Zunahme der Phosphorylierung am 

Threonin-17 über den gesamten Zeitraum mit einem Maximum nach 10-30 Minuten.                                  

Abb. 3.5.B fasst die Daten von 8 verschiedenen Experimenten zusammen. Die relativen Änderungen 

des Phosphorylierungsgrades wurden normiert auf die unbehandelte Kontrolle aufgetragen. Es zeigte 

sich, dass die Ucn-2-Gabe zu einer zeitabhängigen Steigerung der Phosphorylierung des PLB am 

Thr-17 führte. Die Phosphorylierung stieg auf etwa 250-600% der Kontrolle an. Das Maximum nach 
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nach 15 bis 30 Minuten auf.                                   

Abb. 3.5.C stellt die entsprechenden Daten der PLB-Expression in Gegenwart von Ucn 2 dar. Die 

relative Änderung der Expression wurde auf die unbehandelte Kontrolle normiert. Es ist keine 

Expressionsänderung erkennbar.  

 

3.2. Western-Blot-Untersuchungen zur FSK-vermittelten Phosphorylierung von Akt, eNOS, 

p44/42-MAPK und PLB  

Für diese Versuchsreihen wurden die Kaninchen-Kardiomyozyten für 30 Minuten mit 10 µM FSK 

behandelt, um den cAMP/PKA-Signalweg zu stimulieren. 

 

3.2.1. Phosphorylierung von p44/42-MAPK nach FSK-Gabe 
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Abb. 3.6. p44/42-MAPK-Phosphorylierung in Gegenwart von FSK-Gabe                                         

(A) Western-Blots mit Antikörpern gegen phosphorylierte p44/42-MAPK (obere Bande, pp44/42-MAPK) und Gesamt-p44/42-

MAPK (untere Bande, p44/42-MAPK) (B) p44/42-MAPK–Phosphorylierung von isolierten Kaninchenkardiomyozyten in 

Gegenwart von FSK (MW±SEM, n=8) (C) p44/42-MAPK-Expression in Gegenwart von FSK. 

Abb. 3.6.A zeigt einen Original-Western-Blot. Die oberen Banden zeigen die Färbung mit einem 

phosphospezifischen Antikörper gegen p44/42-MAPK (pp44/42). Die Phosphorylierung änderte sich in 

Gegenwart von FSK nicht. In der unteren Reihe wurde mit einem Antikörper gegen p44/42-MAPK 

gefärbt, der die Gesamtproteinmenge von p44/42-MAPK detektiert. Die untere Gesamtproteinbande 

blieb nach FSK-Gabe nahezu gleich stark, d.h. dass die p44/42-MAPK-Expression durch FSK nicht 

verändert wurde.                                                                                                                           

In Abb. 3.6.B sind die Daten aus 8 verschiedenen Isolierungen zusammengefasst. Die relativen 
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Änderungen des Phosphorylierungsgrades wurden auf die unbehandelte Kontrolle normiert.            

Die FSK-Gabe führte nach 30 Minuten zu keiner wesentlichen Änderung der Phosphorylierung der 

p44/42-MAPK.                                                                                                                                        

In Abb. 3.6.C sind die relativen Änderungen der p44/42-MAPK-Expression, normalisiert auf die 

unbehandelte Kontrolle, dargestellt. Es ist ein Trend zu einem Anstieg erkennbar, der jedoch nicht 

signifikant ist. 

 

3.2.2. Phosphorylierung von Akt am Ser-473 nach FSK-Gabe 
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Abb. 3.7. Akt-Phosphorylierung am Serin-473 in Gegenwart von FSK                                                                                                        

(A) Western-Blots mit Antikörpern gegen phosphoryliertes Akt (obere Bande, pAkt Ser-473) und Gesamt-Akt (untere Bande, 

Akt). (B) Akt-Phosphorylierung am Serin-473 von isolierten Kaninchenkardiomyozyten in Gegenwart von FSK (MW±SEM, n=7). 

(C) Akt-Expression in Gegenwart von FSK  

Abb. 3.7.A zeigt einen Original-Western-Blot. Die obere Bande zeigt die Färbung mit einem 

phosphospezifischen Antikörper gegen Akt (pAkt; Phosphorylierungsstelle Serin-473). In der unteren 

Reihe wurde mit einem Antikörper gegen Akt gefärbt, der die Gesamtproteinmenge von Akt anzeigt. 

Die untere Gesamtproteinbande war nahezu gleich stark, d.h. dass die Akt-Expression durch FSK 

nicht verändert wurde. Die Phosphorylierung des Serin-473 variierte kaum. Die 

Phosphorylierungsstärke war bei Kontrollbedingungen und 30 Minuten nach FSK-Gabe fast gleich.                            

In Abb. 3.7.B sind die Daten aus 7 verschiedenen Isolierungen zusammengefasst. Die relativen 

Änderungen des Phosphorylierungsgrades wurden auf die unbehandelte Kontrolle normiert. Die FSK-

Gabe führte zu keiner signifikanten Änderungen der Phosphorylierung des Ser-473.                                   

In Abb. 3.7.C sind die relativen Änderungen der Akt-Expression, normalisiert auf die unbehandelte 

Kontrolle, dargestellt. Es ist keine signifikante Änderung der Expression erkennbar. 
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3.2.3. Phosphorylierung von eNO
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Abb. 3.8. eNOS-Phosphorylierung am 
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3.2.4. Phosphorylierung von PLB am Ser-16 nach FSK-Gabe 

 

A      B      C 

 

        K      30‘ FSK 

  

  

 

 

 

Abb. 3.9. PLB-Phosphorylierung am Serin-16 in Gegenwart von FSK                                         

(A) Western-Blots mit Antikörpern gegen phosphoryliertes PLB (obere Bande, pPLB Ser-16), Gesamt-PLB (untere Bande, PLB) 

(B) PLB-Phosphorylierung am Serin-16 von isolierten Kaninchenkardiomyozyten in Gegenwart von FSK (MW±SEM, n=8).       

(C) PLB-Expression in Gegenwart von FSK  

In der Abb. 3.9.A ist einen Original-Western-Blot von PLB zu sehen. Die obere Bande zeigt das am 

Ser-16 phosphorylierte PLB (pPLB; Phosphorylierungsstelle am Serin-16). In der unteren Bande ist 

das Gesamtprotein (PLB) dargestellt. Die untere Gesamtproteinbande blieb nach FSK-Gabe nahezu 

gleich stark, d.h. dass die PLB-Expression durch FSK nicht verändert wurde. FSK bewirkte jedoch 

eine starke Zunahme der Phosphorylierung am PLB Ser-16.                                  

Abb. 3.9.B fasst die Daten von 8 verschiedenen Experimenten zusammen. Die relative Änderung des 

Phosphorylierungsgrades wurde normiert auf die unbehandelte Kontrolle aufgetragen. Es zeigte sich, 

dass die FSK-Gabe zu einem starken Anstieg der Phosphorylierung des PLB am Ser-16 nach 30 

Minuten führte von 763±206% (n=8, p≤0,05).                                  

Abb. 3.9.C stellt die entsprechenden Daten der PLB-Expression in Gegenwart von FSK dar. Die 

relative Änderung der Expression wurde auf die unbehandelte Kontrolle normiert. Es ist keine 

signifikante Expressionsänderung durch FSK erkennbar. 
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3.2.5. Phosphorylierung von PLB am Thr-17 nach FSK-Gabe 

A 

 

        K     30‘ FSK 

  

  

 

 

 

 

Abb. 3.10. PLB-Phosphorylierung am Threonin-17 in Gegenwart von FSK                                                                                               

(A) Western-Blots mit Antikörpern gegen phosphoryliertes PLB (obere Bande, pPLB Thr-17), Gesamt-PLB  (untere Bande, PLB) 

(B) PLB-Phosphorylierung am Threonin-17 von isolierten Kaninchenkardiomyozyten in Gegenwart von FSK (MW±SEM, n=7). 

*p≤0,05 vs. Kontrolle.  (C) PLB-Expression in Gegenwart von FSK . 

In der Abb. 3.10.A ist einen Original-Western-Blot von PLB zu sehen. Die obere Bande zeigt das am 

Thr-17 phosphorylierte PLB (pPLB; Phosphorylierungsstelle am Threonin-17). In der unteren Bande 

ist das Gesamtprotein (PLB) dargestellt. Die untere Gesamtproteinbande war zu allen Zeitpunkten 

nach FSK-Gabe nahezu gleich stark, d.h. dass die PLB-Expression durch FSK nicht verändert wurde. 

FSK bewirkte eine Phosphorylierungszunahme am Thr-17 nach 30 Minuten.                                       

Abb. 3.10.B fasst die Daten von 7 verschiedenen Experimenten zusammen. Die relativen Änderungen 

des Phosphorylierungsgrades wurden normiert auf die unbehandelte Kontrolle aufgetragen. Es zeigte 

sich, dass die FSK-Gabe zu einem starken Anstieg der Phosphorylierung des PLB am Thr-17 führte 

auf etwa 180% der Kontrolle.                                       

Abb. 3.10.C stellt die entsprechenden Daten der PLB-Expression in Gegenwart von FSK dar. Es ist 

keine Änderung der Expression durch FSK erkennbar.  

 

 

 

 

 

pPLB Thr-17 

PLB 

0

50

100

150

200

250

K 30' 

p
P

LB
 T

h
r-

1
7

/P
LB

 (
n

o
rm

a
li

si
e

rt
, 

%
)

FSK (10 µM)

0

50

100

150

K 30'

P
LB

 -
E

x
p

re
ss

io
n

 (
n

o
rm

a
li

si
e

rt
, 

%
)

FSK (10 µM)

* 



 3. Ergebnisse  

57 

 

3.3. Western-Blot-Untersuchungen zur Änderung der Ucn-2-vermittelten Phosphorylierung von 

PLB nach OA- und CsA-Gabe 

Für diese Versuchsreihen wurden die Kaninchen-Kardiomyozyten für 30 Minuten mit einem Protein-

Phosphatase-Inhibitor, Okadasäure (OA, 1 µM) oder Cyclosporin A (CsA, 0,1 µM), behandelt und 

anschließend für 30 Minuten mit Ucn 2 (100 nM) inkubiert. Außerdem wurde je Versuchsreihe eine 

Kulturschale mit Myozyten nur mit Ucn 2 behandelt (ohne Phosphatasehemmstoffe) und eine 

Kulturschale blieb unbehandelt (Kontrolle). 

 

3.3.1. Wirkung von OA und CsA auf die Ucn-2-induzierte PLB-Phosphorylierung am Ser-16 
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Abb. 3.11. Einfluss von OA und CsA auf die Ucn-2-vermittelte PLB-Phosphorylierung  am Ser-16                                             

(A) Western-Blots mit Antikörpern gegen phosphoryliertes PLB (obere Bande, pPLB Serin-16), Gesamt-PLB  (mittlere Bande, 

PLB) und Gesamt-GAPDH (untere Bande) (B) Wirkung von OA auf die Ucn-2-induzierte PLB-Phosphorylierung  am Ser-16  von 

isolierten Kaninchenkardiomyozyten (MW±SEM, n=12) (C) Wirkung von CsA auf die Ucn-2-induzierte PLB-Phosphorylierung  

am Ser-16 (MW±SEM, n=16). * p ≤0,05; ** p≤0,01 vs. Kontrolle; # p≤0,05 OA bzw. CsA. 

Abb. 3.11.A zeigt einen Original-Western-Blot von PLB. Die obere Bande zeigt das am Ser-16 

phosphorylierte PLB (pPLB; Phosphorylierungsstelle am Serin-16). In der mittleren Bande ist das 

Gesamtprotein (PLB) dargestellt. Dieses war in allen Proben nahezu gleichstark. Dies spricht dafür, 

dass die PLB-Expression weder durch Ucn 2 noch durch die Phosphataseinhibitoren verändert wurde. 

Ucn 2 bewirkte eine Zunahme der Phosphorylierung von PLB am Ser-16 in An- und Abwesenheit der 

Blocker. OA allein erhöhte die Phosphorylierung im Gegensatz zu CsA. Eine weitere 

Phosphorylierungszunahme bei gleichzeitiger Gabe von OA und Ucn 2  und bei CsA und Ucn 2 ist 

erkennbar.                                                                                                                                                                  

Abb. 3.11.B fasst die Daten von 12 verschiedenen Experimenten zusammen. Die relativen 

Änderungen des Phosphorylierungsgrades wurden normiert auf die unbehandelte Kontrolle 

aufgetragen. Es zeigte sich, dass die alleinige Ucn-2-Gabe zu einem Phosphorylierungsanstieg des 

PLB am Ser-16 führte (vgl.  3.1.5.). OA alleine erhöhte die PLB-Phosphorylierung am Ser-16 

signifikant. In Gegenwart von OA erhöhte Ucn 2 die PLB-Phosphorylierung am Ser-16 signifikant 

stärker als OA allein. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die PLB-Phosphorylierung am Ser-16 

sowohl durch den cAMP/PKA-Signalweg als auch durch eine OA-sensitive Phosphatase reguliert wird.                            

In Abb. 3.11.C sind die Daten von 16 verschiedenen Experimenten mit CsA zusammengefasst. Die 

relativen Änderungen des Phosphorylierungsgrades wurden normiert auf die unbehandelte Kontrolle 

aufgetragen. Die alleinige Ucn-2-Gabe führte zu einem Phosphorylierungsanstieg  auf 278±69% 

(p=0,01). CsA alleine erhöht die Phosphorylierung nicht. In Gegenwart von CsA hatte Ucn 2 keinen 

zusätzlichen Effekt. Dies spricht gegen eine Beteiligung von CsA-sensitiven Phosphatasen an der 

Regulierung der PLB-Phosphorylierung am Ser-16. 

 

3.3.2. Wirkung von OA und CsA auf die Ucn-2-induzierte PLB-Phosphorylierung am Thr-17 
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Abb. 3.12. Einfluss von OA und CsA auf die Ucn-2-vermittelte PLB-Phosphorylierung am Thr-17                                                                

(A) Western-Blots mit Antikörpern gegen phosphoryliertes PLB (obere Bande, pPLB Threonin), Gesamt-PLB  (mittlere Bande, 

PLB) und Gesamt-GAPDH (untere Bande) (B) Wirkung von OA auf die Ucn-2-induzierte PLB-Phosphorylierung am Thr-17 von 

isolierten Kaninchenkardiomyozyten (MW±SEM, n=6). (C) Wirkung von CsA auf die Ucn-2-induzierte PLB-Phosphorylierung am 

Thr-17  (MW±SEM, n=8). * p<0,05 vs. Kontrolle. 

In der Abb. 3.12.A ist ein Original-Western-Blot von PLB zu sehen. Die obere Bande zeigt das am Thr-

17 phosphorylierte PLB (pPLB; Phosphorylierungsstelle am Threonin-17). In der mittleren Bande ist 

das Gesamtprotein (PLB) dargestellt. Die Banden waren nahezu gleich stark. Dies spricht dafür, dass 

die PLB-Expression weder durch Ucn 2 noch durch die Phosphataseinhibitoren verändert wurde. Ucn 

2 bewirkt eine Phosphorylierungszunahme in An- und Abwesenheit der Blocker. OA allein erhöhte die 

Phosphorylierung am PLB Thr-17, CsA nicht. Eine weitere Zunahme der Phosphorylierung bei 

gleichzeitiger Gabe von OA und Ucn 2 sowie CsA und Ucn 2 ist erkennbar.                                  

Abb. 3.12.B fasst die Daten von 6 verschiedenen Experimenten zusammen. Die relativen Änderungen 

des Phosphorylierungsgrades wurden normiert auf die unbehandelte Kontrolle aufgetragen. Es zeigte 

sich, dass die alleinige Ucn-2-Gabe zu einem Phosphorylierungsanstieg des PLB am Thr-17 führte. 

Auch OA alleine erhöhte die PLB-Phosphorylierung am Thr-17. In Gegenwart von OA führte Ucn 2 

nochmals zu einer verstärkten PLB-Phosphorylierung am Thr-17. Die Varianzanalyse zeige jedoch, 

dass die Werte nicht statistisch signifikant waren (p=0,07).                                  

In Abb. 3.12.C sind die Daten von 8 Experimenten zusammengefasst. Die relativen Änderungen des 

Phosphorylierungsgrades wurden normiert auf die unbehandelte Kontrolle aufgetragen. CsA alleine 

hatte keinen nennenswerten Effekt. Bei zusätzlicher Gabe von Ucn 2 kam es zu einem Anstieg der 

PLB-Phosphorylierung am Thr-17, der genauso groß war wie bei alleiniger Gabe von Ucn 2. Somit 

hatte CsA keine Wirkung auf die PLB-Phosphorylierung am Thr-17.                                  

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die PLB-Phosphorylierung am Thr-17 im Wesentlichen 

durch den Ucn 2/cAMP/PKA-Signalweg reguliert wird. 
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4. Diskussion 

In der vorliegenden Arbeit wurden Experimente mit isolierten Kaninchen-Kardiomyozyten 

durchgeführt, da diese den Vorteil bieten, unter kontrollierten Versuchsbedingungen arbeiten zu 

können. Direkte Effekte auf Kardiomyozyten sind somit erkennbar. In Homogenaten aus 

Herzmuskelgewebe können andere Zellen, die im Herzen angesiedelt sind, wie z.B. Endothelzellen 

und Fibroblasten, die zu untersuchenden Homogenate verunreinigen. Daher ist es nicht 

ausgeschlossen, dass in Homogenaten aus Herzmuskelgewebe Expressions- und 

Phosphorylierungsänderungen von Proteinen durch Änderungen in diesen Zelltypen verursacht 

werden und nicht durch Änderungen in den Kardiomyozyten. 

Die Urocortine werden für einen möglichen Einsatz in der Therapie der Herzinsuffizienz zunehmend 

interessanter, seitdem Davis et al. am herzinsuffizienten Patienten positive Wirkungen mit 

Urocortininfusionen erzielen konnten. Hierbei zeigte sich ein Anstieg des Herzminutenvolumens, eine 

Abnahme des arteriellen Blutdruckes, des systemischen Gefäßwiderstandes und somit auch der 

kardialen Arbeit (Davis et al. 2007b). Urocortin 2 entfaltet seine Wirkungen über G-Protein-gekoppelte 

Rezeptoren, die mehrere Signalwege aktivieren können, darunter den cAMP/PKA-, den PKC-, den 

MEK1/2-p44/42-MAPK-, den PI3K/Akt- und den CaMKII-Signalweg (Brar et al. 2000, Brar et al. 2002, 

Calderon-Sanchez et al. 2009, Yang et al. 2006).                                  

Welche Signalwege von Urocortinen in Kardiomyozyten aktiviert werden und wie diese Signalwege 

interagieren, ist bisher nur unzureichend erforscht. Dies war Gegenstand dieser Arbeit. 

Alle Versuche wurden an isolierten Kaninchen-Kardiomyozyten mit einer Ucn-2-Konzentration von 100 

nM durchgeführt, da hierfür bereits zuvor eine maximale Wirkung nachgewiesen werden konnte (Yang 

et al. 2006, Ikeda et al. 2005).         

 

4.1. Signalwege 

4.1.1. Der PI3K/Akt/eNOS-Signalweg 

 

In unsere Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass Ucn 2 zu einer Phosphorylierung von Akt 

am Ser-473 und Thr-308 führt und in der Folge Akt die eNOS am Ser-1177 phosphoryliert (Walther 

2009). 

Der zeitliche Verlauf und weitere Untersuchungen mit PI3K-Inhibitoren ließen vermuten, dass die 

beiden Proteine zu einem Signalweg gehören. 

Dimmeler et al. erkannte als erster in Endothelzellen, dass die eNOS durch Akt direkt phosphoryliert 

und aktiviert wird und dass dies zu einer vermehrten NO-Produktion führt (Dimmeler et al. 1999). Bei 

Untersuchung des zugrundeliegenden protektiven Mechanismus von Ischämie und Reperfusions-

verletzungen im Herzen wurde gezeigt, dass auch die Akt-Aktivierung eine Rolle spielt, indem sie zu 

einer Phosphorylierung von eNOS am Ser-1177 führt (Bell und Yellon 2003). 
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Aufgrund dieser Studienergebnisse wurde in dieser Arbeit getestet, ob Ucn 2 zu einer Akt-

Phosphorylierung am Thr-308 und zu einer eNOS-Phosphorylierung am Ser-1177 führt und ob diese 

Proteine zum gleichen Signalweg gehören. 

Es konnte ein zeitabhängige Ucn-2-vermittelte Phosphorylierung der Akt am Thr-308 und der eNOS 

am Serin-1177 festgestellt werden mit einem Maximum nach 10 bis15 Minuten. 

 

 

4.1.1.1. Hemmstoffe des PI3K/Akt/eNOS-Signalweges 

 

Funktionellen Daten zeigten die Erhöhung der zellulären NO-Produktion nach Ucn-2-Gabe mit einem 

ähnlichen Zeitverlauf, wie sie in dieser Arbeit für die Phosphorylierung von Akt und eNOS beschrieben 

wurde (Walther 2009). 

Inhibierte man die PI3K, welche zur Phosphorylierung von Akt am Thr-308 und am Ser-473 führt 

(Vanhaesebroeck und Alessi, 2000), durch Ly294002 oder Wortmannin, führte dies zu einer 

Reduktion der Ucn-2-vermittelten Phosphorylierung von Akt am Ser-473 und Thr-308 sowie eNOS am 

Ser-1177. Dies zeigt, dass der PI3K/Akt-Signalweg Ucn-2-induziert die eNOS in Kaninchen-

Ventrikelmyozyten phosphoryliert (Walther 2009). Der Ucn-2-vermittelte zeitliche Verlauf der Akt- und 

eNOS-Phosphorylierung in dieser Arbeit deckt sich mit diesen Ergebnissen. So wurde eine maximale 

Akt- und eNOS-Phosphorylierung nach etwa 10 bis 30 Minuten beobachtet (diese Arbeit). Funktionelle 

Daten zur vermehrten eNOS-vermittelten NO-Produktion zeigten ein Maximum nach 20 bis 30 

Minuten (Walther 2009). 

 

 

4.1.1.2. Vergleich von Substanzen, die den PI3K/Akt/eNOS-Signalweg aktivieren 

 

Für Pitavastatin konnte ebenfalls eine Phosphorylierung der Akt am Ser-473 und der eNOS am Ser-

1177 in Endothelzellen gezeigt werden. Der Anstieg der Phosphorylierung begann nach 15 bis 30 

Minuten und erreichte ein Maximum nach 30 Minuten (Wang J et al. 2005). In dieser Arbeit hingegen 

zeigte sich bereits nach 5 Minuten eine Ucn-2-induzierte Phosphorylierungserhöhung beider Proteine 

mit einem Maximum nach 10-15 Minuten.  

Dies ist ein Hinweis darauf, dass Ucn 2 schneller wirkt als Pitavastin. 

Pitavastatin induzierte zusätzlich eine Steigerung der eNOS-Expression (Tokoro et al. 2004), was in 

dieser Arbeit weder für Ucn 2 noch für FSK nachgewiesen werden konnte. 

 

Es konnte schon in vorhergehenden Studien in kleinen Koronargefäßen gezeigt werden, dass FSK, 

ein direkter Aktivator der Adenylat-Zyklase, zu einer Steigerung der eNOS-Phosphorylierung am Ser-

1177 führt. Dies war verbunden mit einer Akt-Phosphorylierung am Ser-473 und Thr-308 mit einem 

Maximum nach 2 Minuten und einem signifikanten Abfall der Phosphorylierung bereits nach 5 

Minuten. Die eNOS-Phosphorylierung erreichte ihr Maximum 5 Minuten nach FSK-Gabe (Zhang XP 

und Hintze 2006). In dieser Arbeit wurde bei der Messung nach 30 Minuten keine signifikante 
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Änderung der Phosphorylierung der Akt am Ser-473 nach FSK-Gabe beobachtet. Die eNOS-

Phosphorylierung am Ser-1177 war nach 30 Minuten jedoch signifikant erhöht.  

Es könnte daher Unterschiede in der cAMP-abhängigen Regulation der Akt- und eNOS-

Phosphorylierung zwischen Koronargefäßen und Herzmuskelzellen geben. Während in 

Koronargefäßen cAMP zu einer vermehrten Akt-Phosphorylierung und nachfolgend zu einer eNOS-

Phosphorylierung führt, kommt es in Herzmuskelzellen zu keiner cAMP-abhängigen Akt-

Phosphorylierung. Hier kommt es vielmehr zu einer direkten cAMP-abhängigen Phosphorylierung der 

eNOS (s.u.). 

 

4.1.2. Der cAMP/PKA-Signalweg 

 

In einigen Studien konnte bereits nachgewiesen werden, dass Urocortine im Zusammenhang mit einer 

Aktivierung des cAMP/PKA-Signalweges stehen (Nishikimi et al. 2000, Ikeda et a. 2005, Yang et al. 

2006). 

Die Beteiligung des  cAMP/PKA-Signalweges konnte für den Ucn 1-Effekt auf die ANP- und BNP-

Sekretion in neonatalen Rattenkardiomyozyten gezeigt werden (Ikeda et al. 1998). Weiterhin führte 

Ucn 2 zu einer cAMP-Produktion in Rattenkardiomyozyten im Gegensatz zu Nicht-Myozyten (Ikeda et 

al. 2005). Auch unsere Arbeitsgruppe konnte einen Zusammenhang zwischen dem cAMP/PKA-

Signalweg und Ucn 2 finden. Nach Ucn-2-Gabe konnte ein cAMP/PKA-abhängiger positiv-inotroper 

und positiv-lusitroper Effekt in Kaninchenventrikelmyozyten festgestellt werden, der nach PKA-

Inhibition kaum noch nachweisbar war (Yang et al. 2006). 

Als Maß für eine Aktivierung des cAMP/PKA-Signalweges wurde in dieser Arbeit die PKA-abhängige 

Phosphorylierung von PLB am Serin-16 ermittelt (Laraia und Morkin 1974). Von Forskolin ist bekannt, 

dass es ein Aktivator der Adenylatzyklase ist, der eine rezeptorunabhängige, selektive cAMP-

Konzentrationserhöhung bewirkt, die anschließend die PKA stimuliert. 

Ob dies auch für Ucn 2 zutrifft, wurde in dieser Arbeit überprüft. 

Ucn 2 und Forskolin führten zu einem starken Phosphorylierungsanstieg von PLB am Ser-16 (etwa 8-

10-fach) über den gesamten Inkubationszeitraum mit einem Maximum nach 5 Minuten für Ucn 2.  

Eine wesentliche Veränderung der Expression von PLB zeigte sich weder für die Ucn-2- noch für die 

FSK-Inkubation. 

 

Ucn 2 und FSK zeigten in dieser Arbeit beide einen starken Phosphorylierungsanstieg von PLB am 

Ser-16. Dies ist ein Hinweis darauf, dass Ucn 2 und FSK den gleichen Signalweg, d.h. den 

cAMP/PKA-Signalweg, stimulieren. 

Dies deckt sich mit den Erkenntnissen aus den vorbeschriebenen Studien. 
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4.1.3. Der Ca
2+
-Calmodulin/CaMKII-Signalweg 

 

Schon 2004 konnte in Zellen der Amygdala gezeigt werden, dass durch 

Ucn 1 die CaMKII aktiviert wird (Rainnie et al. 2004). Auch Grossini et al. konnten in Endothelzellen 

zeigen, dass die CaMKII durch Ucn 2 aktiviert wird (Grossini et al. 2009). Diese Studien sprechen 

dafür, dass Urokortine den Ca2+-Calmodulin/CaMKII-Signalweg aktivieren. 

In dieser Arbeit sollte geprüft werden, ob Urocortine auch in Herzmuskelzellen zu einer Aktivierung 

des Ca2+-Calmodulin/CaMKII-Signalweges führen. Hierfür wurde die Phosphorylierung von PLB am 

Threonin-17, der CaMKII-spezifischen Phosphorylierungsstelle, gemessen (Le Peuch et al. 1979). 

Ucn 2 und FSK führten zu einer starken Phosphorylierung von PLB am Threonin-17 (etwa 2.5- bis 5-

fach). 

Die Ergebnisse zeigen, dass einer der in die Ucn-2-Wirkung involvierten Signalwege der 

Ca2+/Calmodulin-CaMKII-Signalweg ist, was auch in weiteren Studien unserer Arbeitsgruppe bestätigt 

werden konnte (Yang et al. 2011). Da sowohl Ucn 2 als auch FSK diesen Signalweg aktivieren, deutet 

dies darauf hin, dass es über eine cAMP/PKA-abhängige Erhöhung der [Ca2+]i-Transienten (Yang et 

al. 2006) zur Aktivierung des Ca2+-Calmodulin/CaMKII-Signalweges kommt. Zudem wird die 

cAMP/PKA-abhängige Phosphorylierung von PLB am Ser-16 als Voraussetzung für eine 

Phosphorylierung von PLB am Thr-17 diskutiert (Luo et al. 1998). Die Tatsache, dass Ucn 2 zu einer 

tendenziell höheren Phosphorylierung am Thr-17 führt als FSK, könnte daraufhin deuten, dass Ucn 2 

zusätzlich PKA-unabhängig zu einer Aktivierung des Ca2+/Calmodulin-CaMKII-Signalweges führt. 

 

 

4.1.4. Der MEK1/2-p44/42-MAPK-Signalweg 

 

Es konnte in vorhergehenden Untersuchungen gezeigt werden, dass Ucn 1 zu einer schnellen 

Phosphorylierung von p44/42-MAPK in neonatalen Rattenkardiomyozyten führt. Nach 10 Minuten 

zeigte sich eine Phosphorylierungserhöhung, die bis zu 6 Stunden nach Ucn-1-Gabe anhielt und nach 

24 Stunden auf Ausgangswerte abfiel (Brar et al. 2000). 

Um zu untersuchen, ob auch Ucn 2 in adulten Kardiomyozyten den MEK1/2-p44/42-MAPK-Signalweg 

aktiviert, wurde in dieser Arbeit die Phosphorylierung der p44/42-MAPK am Thr-202/Tyr-204 

untersucht. 

Es konnte ein deutlicher Phosphorylierungsanstieg nach Ucn-2-Gabe für die p44/42-MAPK mit einem 

Maximum nach 5 bis 15 Minuten und einen Abfall auf Kontrollwerte nach 180 Minuten verzeichnet 

werden. 

Die Ergebnisse beweisen, dass auch Ucn 2 den MEK1/2-p44/42-MAPK-Signalweg in Gang setzt, 

ähnlich wie Ucn 1. Die Untersuchungsergebnisse unterscheiden sich jedoch stark in Bezug auf den 

Zeitverlauf und den Rückgang der Phosphorylierung. Der Phosphorylierungsabfall auf Ausgangswerte 

nach 180 Minuten könnte durch eine Desensitivierung erklärt werden (Siehe 4.2.1). Gründe für die 

schnellere Aktivierung von p44/42-MAPK nach Ucn-2-Gabe könnten die Verwendung von Ucn 2 statt 

Ucn 1, die Durchführung der Experimente mit adulten Kaninchenkardiomyozyten statt neonatalen 
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Rattenkardiomyozyten und der Entzug von Nährmedien der Rattenkardiomyozyten vor Ucn-1-

Inkubation sein. 

 

4.2. Interaktionen der Signalwege 

4.2.1. Der cAMP/PKA- und der Akt/eNOS-Signalweg 

 

Frühere Studien in Endothelzellen zeigten bereits, dass die Ucn-2-induzierte eNOS-Phosphorylierung 

am Ser-1177 mit einer cAMP/PKA-, CaMKII-, p44/42-MAPK- und Akt-Aktivierung in Verbindung 

gebracht werden konnte (Grossini et al. 2009).  

Für die koronare Mikrozirkulation des Hundes konnte eine PKA-abhängige Akt-Phosphorylierung 

nachgewiesen werden, die wiederum zu einer Akt-vermittelten eNOS-Phosphorylierung führte (Zhang 

XP und Hintze 2006).  

Andere Arbeitsgruppen konnten eine PKA-abhängige aber Akt-unabhängige Phosphorylierung von 

eNOS am Ser-1179 im Rind (Äquivalent zum Ser-1177 im Menschen und Kaninchen) beobachten 

(Bae et al. 2003, Boo et al. 2002). 

Schließlich konnte in adulten Kaninchen-Kardiomyozyten gezeigt werden, dass eine PKA-Hemmung 

durch H-89 mit der Ucn-2-vermittelten Phosphorylierungsreduktion von eNOS am Ser-1177 

einherging. Daraus wurde geschlussfolgert, dass die PKA direkt in die eNOS-Phosphorylierung 

involviert ist (Walther 2009).  

Die Phosphorylierung von Akt wurde durch H-89 jedoch nicht beeinflusst. Somit wurde 

geschlussfolgert, dass die Akt die eNOS PKA-unabhängig aktiviert. Eine Blockade der PKA mit H-89 

und der PI3K mit LY29004 führte zu einer deutlichen Reduktion der NO-Produktion. Dies legt nahe, 

dass sowohl der PI3K/Akt- als auch der cAMP/PKA-Signalweg die eNOS am Ser-1177 

phosphorylieren und damit stimulieren kann, was anschließend zu einer vermehrten NO-Produktion 

führt (Walther 2009). 

 

In dieser Arbeit konnte eine Ucn-2-induzierte PI3K/Akt-Signalweg-Aktivierung beginnend nach 10 

Minuten mit einem durchschnittlichen Maximum nach 10 bis 30 Minuten und eine Ucn-2-vermittelte 

schnelle cAMP/PKA-Signalweg-Aktivierung beginnend nach 5 Minuten mit einem starken Anstieg über 

den gesamten Inkubationszeitraum beobachtet werden. Anschließend zeigte sich eine eNOS-

Phosphorylierung mit einem späteren Maximum nach 10 bis 30 Minuten, was aufgrund des zeitlichen 

Verlaufes mit einer Aktivierung sowohl des Akt- also auch des PKA-Signalweges erklärt werden kann. 

Hierbei ist jedoch zu erwähnen, dass sich in dieser Arbeit der Zeitverlauf der Phosphorylierung sowohl 

von Akt am Thr-308 als auch von eNOS am Ser-1177 als relativ variabel zeigte, da die Maxima der 

Phosphorylierung der Einzelversuche zwischen 5 und 30 Minuten nach Ucn-2-Gabe beobachtet 

wurden. Die Daten dieser Arbeit decken sich mit Voruntersuchungen, die eine Phosphorylierung von 

eNOS am Ser-1177 sowohl durch den cAMP/PKA- als auch durch den PI3K/Akt-Signalweg erkannten 

(Walther 2009). Eine PKA-abhängige und Akt-unabhängige Phosphorylierung von eNOS konnte Ucn-

2-vermittelt wie in früheren Studien nicht nachgewiesen werden (Bae et al. 2003, Boo et al. 2002). Ein 

Grund hierfür könnte sein, dass unterschiedliche Zelltypen verwendet wurden. In dieser Arbeit wurden 
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Kaninchenkardiomyozyten verwendet, die Arbeitsgruppen um Bae und Boo arbeiteten jedoch mit 

Endothelzellen. Eine andere Ursache für die unterschiedlichen Ergebnisse könnte die Verwendung 

von Bradykinin, VEGF und 8-Br-cAMP statt Ucn 2 sein. 

Um zu untersuchen, ob die PKA allein in der Lage ist, die eNOS zu aktivieren, wurde der 

Adenylatzyklase-Agonist FSK eingesetzt. 

In dieser Arbeit führte FSK zu einer PKA-abhängigen und Akt-unabhängigen Phosphorylierung von 

eNOS am Ser-1177. FSK hat somit eine ähnliche Wirkungsweise wie Bradykinin, VEGF und 8-Br-

cAMP (Bae et al. 2003, Boo et al. 2002). Weiterhin zeigt dies, dass die PKA direkt die eNOS 

phosphorylieren kann und somit Akt nicht als vorgeschaltetes Enzym benötigt.  

In Kombination mit den Ergebnissen nach Ucn-2-Gabe lässt sich daraus schlussfolgern, dass Ucn 2 

durch zwei unabhängige Signalwege die eNOS phosphorylieren kann: durch den PI3K/Akt- und den 

cAMP/PKA-Signalweg.  

Dies deckt sich mit früheren Befunden in adulten Kaninchen-Kardiomyozyten (Walther 2009). 

 

 

4.2.2. Der MEK 1/2-p44/42-MAPK- und der Akt/eNOS-Signalweg 

Ein Hinweis darauf, dass außer Akt noch andere Proteine die eNOS am Ser-1177 phosphorylieren 

können, ist darin zu sehen, dass bei einer Akt-Inhibierung die eNOS am Ser-1177 immer noch 

phosphoryliert wird. Diese Proteine könnten die  p44/42-MAPK und/oder die PKA sein, denn bei einer 

Aktivierung der Src-Tyrosinkinase wird über die p44/42-MAPK und die PKA eine eNOS-

Phosphorylierung vermittelt (Xu Z et al. 2005). 

Es konnte gezeigt werden, dass die p44/42-MAPK die Akt-Phosphorylierung am Ser-473 und am Thr-

308 fördert und daher auch die eNOS-Phosphorylierung (Merla et a. 2007). Eine Inhibition der p44/42-

MAPK-Phosphorylierung mit U0126 in Mäusen verringerte die Akt-Phosphorylierung am Thr-308 und 

Ser-473 sowie die eNOS-Phosphorylierung nach der Vorbehandlung mit Statinen. Dies legt nahe, 

dass die p44/42-MAPK der Akt und der eNOS vorgeschaltet ist. Die Arbeitsgruppe um Mineo et al. 

fand hingegen Hinweise für eine parallele Aktivierung von Akt und p44/42-MAPK durch die Src-

Tyrosinkinase in Endothelzellen des Schafes, was letztendlich zu einer eNOS-Phosphorylierung am 

Ser-1179 führte (Mineo et al. 2003). 

Ob die Ucn-2-induzierte Phosphorylierung der p44/42-MAPK an der eNOS-Phosphorylierung am Ser-

1177 in adulten Kardiomyozyten beteiligt ist, darauf liefern die Ergebnisse dieser Arbeit erste 

Hinweise. 

Ucn 2 führte zu einer schnellen Phosphorylierung der p44/42-MAPK mit einem Maximum nach 5 bis 

15 Minuten. Ähnlich schnell folgte die Akt-Phosphorylierung bereits nach 5 Minuten mit einem 

variablen Maximum nach 10 bis 30 Minuten. Die p44/42-MAPK-Phosphorylierung fiel nach 180 

Minuten wieder auf Kontrollwerte ab, ebenso wie die Akt-Phosphorylierung am Thr-308. Die eNOS-

Phosphorylierung wies ein variables Maximum nach 10 bis 30 Minuten auf mit einem leichten Abfall 

nach 180 Minuten. Diesem Zeitverlauf der Phosphorylierung der einzelnen Proteine zu urteilen, könnte 

es also sehr wohl so sein, dass Ucn 2 zunächst zur Phosphorylierung der p44/42-MAPK führt und 

dass diese anschließend die Akt phosphoryliert, welche wiederum die eNOS phosphoryliert. 
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Andererseits kann aufgrund des variablen Zeitverlaufes der Akt- und eNOS-Phosphorylierung nicht 

ausgeschlossen werden, dass es zu einer parallelen Phosphorylierung von p44/42-MAPK und Akt 

kommt. 

Die Ergebnisse in adulten Kardiomyozyten sind damit sowohl mit den Daten von Merla et al. (2007) in 

Mäusen als auch mit denen von Mineo et al. (2003) in Endothelzellen vereinbar. In zukünftigen 

Studien sollte geklärt werden, ob die p44/42-MAPK-Phosphorylierung der Akt-Phosphorylierung 

vorgeschaltet ist oder ob es zu einer parallelen Phosphorylierung durch Ucn-2-Gabe kommt.  

 

 

4.2.3. Der MEK1/2-p44/42-MAPK- und der cAMP/PKA-Signalweg 

 

Ob es Interaktionen zwischen dem MEK1/2-p44/42-MAPK-Signalweg und dem cAMP/PKA-Signalweg 

gibt ist unklar, da widersprüchliche Studienergebnisse vorliegen. Es konnte sowohl eine Ucn-2-

vermittelte cAMP-unabhängige (Brar et al. 2004) als auch cAMP-abhängige (Grossini et al. 2009) 

p44/42-MAPK-Phosphorylierung nachgewiesen werden (Brar et al. 2004). Dies war 

Untersuchungsgegenstand dieser Arbeit. 

Der Einsatz von Forskolin, welches selektiv den cAMP/PKA-Signalweg stimuliert, führte zu keiner 

p44/42-MAPK-Phosphorylierung.                                                                                                                    

Die Daten dieser Arbeit zeigen daher keinen direkten  Zusammenhang zwischen dem p44/42-MAPK- 

und dem cAMP/PKA-Signalweg in adulten Kaninchen-Kardiomyozyten. Da Ucn 2 beide Signalwege 

aktiviert, ist von einer parallelen Aktivierung auszugehen. Dies deckt sich mit den Daten von Brar et al. 

(2004). 

 

4.2.4. Der cAMP/PKA- und der Ca
2+
/Calmodulin-CaMKII-Signalweg 

Luo et al. sah Hinweise dafür, dass eine PLB-Phosphorylierung am Ser-16 eine Voraussetzung für 

eine Phosphorylierung am Thr-17 darstellt (Luo et al. 1998). Somit würde die PKA  indirekt zu einem 

PLB-Phosphorylierungsanstieg am Thr-17 führen, indem sie eine Phosphorylierung des Thr-17 durch 

die CaMKII erst ermöglicht. 

Nach Ucn-2-Gabe konnte in dieser Arbeit eine starke Phosphorylierung des PLB am Ser-16 und Thr-

17 gezeigt werden. Der unterschiedliche Zeitverlauf mit einem frühen Maximum der Phosphorylierung 

am Ser-16 und einem späteren Maximum am Thr-17 nach 15 Minuten deckt sich mit den Befunden 

von Luo et al. (1998). Dies deutet darauf hin, dass es nach Ucn-2-Gabe in Kaninchen-Kardiomyozyten 

zunächst zu einer PKA-abhängigen Phosphorylierung am Ser-16 kommt und erst im Anschluss daran, 

vermutlich durch eine Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration, zu einer CaMKII-abhängigen 

Phosphorylierung am Thr-17.                                  

Auch FSK führte zu einer ähnlich starken Phosphorylierung von PLB am Ser-16 und Thr-17. 

Aufgrund der FSK-Ergebnisse, ist davon auszugehen, dass der Ca2+/Calmodulin-CaMKII-Signalweg 

als Folge der cAMP/PKA-Signalweges aktiviert wird, da FSK zu einer selektiven Erhöhung der cAMP-
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Konzentration führt. Da die PKA viele Ca2+-regulierende Proteine reguliert bzw. stimuliert und dadurch 

die Ca2+-Homöostase beeinflusst, deuten die Ergebnisse daraufhin, dass es sekundär auch zu einer 

Ca2+-abhängigen Stimulierung des Ca2+-Calmodulin/CaMKII-Signalweges kommt. Demnach ist der 

Ca2+-Calmodulin/CaMKII-Signalweg dem cAMP/PKA-Signalweg in Kardiomyozyten nachgeschaltet. 

 

4.2.5. Der PI3K/Akt- und der Ca
2+
/Calmodulin/CaMKII-Signalweg 

Es ist bekannt, dass die CaMKII PLB am Thr-17 phosphoryliert (Rainnie et al. 2004). 

Catalucci et al. fand heraus, dass auch die Akt PLB am Thr-17 phosphorylieren kann. Hierzu wurden 

transgene Mäuse mit einer Überexpression von aktiviertem Akt im sakroplasmatischen Retikulum 

untersucht. Es zeigte sich eine vermehrte Phosphorylierung von PLB am Thr-17. In PI3K-Knockout-

Mäusen konnte man hingegen eine Reduktion der PLB-Phosphorylierung am Thr-17 erkennen 

(Catalucci et al. 2009). Im Gegensatz dazu fand die Arbeitsgruppe um Gao keinen direkten 

Zusammenhang zwischen der Akt und einer Phosphorylierung von PLB am Thr-17. Es wurde hierbei 

keine streng auf das SR-bezogene Akt-Aktivierung durchgeführt (Gao et al. 2008). 

In dieser Arbeit sah man nach Ucn-2-Gabe eine Phosphorylierungserhöhung von Akt am Thr-308 

beginnend nach 5 Minuten mit einem Maximum nach 10 bis 30 Minuten. Für die Phosphorylierung von 

PLB am Thr-17 zeigte sich Ucn-2-induziert ein starker Anstieg mit einem ähnlichen Zeitverlauf. FSK-

vermittelt konnte keine Phosphorylierungserhöhung von Akt am Ser-473 beobachtet werden, aber 

eine starke Phosphorylierungserhöhung von PLB am Thr-17.  

Dies zeigt, dass eine Ucn-2-Gabe zu einer Phosphorylierung von Akt am Thr-308 und von PLB am 

Thr-17 führt. Ob hierbei Akt PLB direkt phosphoryliert ist anhand der vorliegenden Daten nicht 

eindeutig zu klären.  

 

4.3. Die Signalweginaktivierung 

Genau wie die Signalwegaktivierung folgt auch die Inaktivierung der Signalwege einem 

unterschiedlichen zeitlichen Verlauf je nach untersuchtem Protein. Während das PLB am Ser-16 und 

Thr-17 auch noch nach 180 Minuten einen sehr hohen Phosphorylierungsgrad aufwies, nahm die 

Phosphorylierung der anderen untersuchten Proteine nach 30 bis 180 Minuten wieder ab. Die p44/42-

MAPK zeigte einen Phosphorylierungsrückgang bereits nach 30 Minuten und fiel nach 180 Minuten 

auf Kontrollwerte ab. Einen ähnlichen Zeitverlauf zeigte die Akt-Phosphorylierung am Thr-308. Bei der 

eNOS ließ sich ebenfalls ein Maximum zwischen 10 bis 30 Minuten erkennen ohne einen deutlichen 

Abfall der Phosphorylierung nach 180 Minuten. Aus diesen Resultaten lässt sich schlussfolgern, dass 

sowohl die Aktivierung als auch die Inaktivierung von Ucn-2-vermittelten Signalwegen in kardialen 

Myozyten einem komplexen zeitlichen Ablauf unterliegt. Ein kompliziertes Zusammenspiel zwischen 

CRF2-Rezeptoraktivierung und -desensitivierung als auch die zeitabhängige Phosphorylierung und 
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Dephosphorylierung der Signalproteine durch Kinasen und Phosphatasen könnten Gründe hierfür 

sein. 

 

4.3.1. Mögliche Mechanismen für den zeitabhängigen Rückgang der Ucn-2-vermittelten p44/42-

MAPK-Phosphorylierung 

180 Minuten nach Ucn-2-Gabe ließ sich ein Phosphorylierungsrückgang der p44/42-MAPK erkennen, 

welcher eventuell auf einer Desensitivierung der Ucn-2-vermittelten Signaltransduktionswege beruhen 

könnte. Unter einer Desensitivierung versteht man das Abschalten eines Signalweges mit Hilfe von 

spezifischen zellulären Mechanismen, welche z.B. bei einer Rezeptordaueraktivierung angekurbelt 

werden. Ein Beispiel hierfür ist die Desensitivierung des β-Adrenorezeptors (β-AR) bei 

Herzinsuffizienz. Als Kompensation wird bei Herzinsuffizienz das sympathische Nervensystem 

aktiviert, welches mit Hilfe von Katecholaminen die Herzfrequenz und die Kontraktilität erhöht und 

letztendlich zu einer besseren Pumpleistung führt. Hält dieser Zustand jedoch an, so kommt es zur β-

AR-Desensitivierung (Böhm 1998, Pieske 1998). Somit wäre einer der spezifischen zellulären 

Mechanismen der Desensitivierung eine Rezeptorinaktivierung. Bei G-Protein-gekoppelten 

Rezeptoren, wie z.B. dem β-AR, wird durch Rezeptorphosphorylierung mittels G-Protein-gekoppelter 

Rezeptorkinasen (GRKs) und zusätzlicher Bindung eines Adapterproteins (z.B. β-Arrestin) der 

Rezeptor abgeschaltet. Arrestin bewirkt eine Entkopplung des Rezeptors vom G-Protein und 

ermöglicht die Endozytose des Arrestin-Rezeptor-Komplexes (Luttrell und Lefkowitz 2002). 

Anschließend können die Rezeptoren entweder wieder in die Zellmembran eingebaut oder abgebaut 

werden (McDonald und Lefkowitz 2001). Der β1-AR wird infolge von chronischer Noradrenalin-

Ausschüttung abgebaut. Die daraus resultierende verminderte Rezeptorexpression bewirkt eine 

verringerte Ansprechbarkeit des Herzens auf Noradrenalin, was die Kontraktilität und die 

Herzfrequenz herabsetzt (Böhm 1998, Pieske 1998). 

Die CRF-Rezeptoren gehören ebenfalls zu den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (Perrin und Vale 

1999). Für den CRF1-R konnte in HEK293-Zellen und humanen Retinoblastom-Y79-Zellen, ausgelöst 

durch einen CRF1-R-Agonisten, mit und ohne Phosphorylierung des Rezeptors durch GRKs ein 

vermehrtes Vorhandensein von β-Arrestin 2 festgestellt werden. Dies führte zu einer Endozytose der 

CRF1-R. Die Bindung des Arrestin-Rezeptor-Komplexes ist hierbei transient und ermöglicht ein 

schnelles Rezeptorrecycling und eine Resensitivierung (Oakley et al. 1999). Weiterhin gibt es 

Hinweise darauf, dass CRF1-R bei verlängerter Gabe eines Rezeptoragonisten über den p44/42- 

MAPK-Signalweg β-Arrestin 2 rekrutiert (Oakley et al. 2007). Dies deckt sich mit unseren Resultaten. 

Durch die CRF2-R-Aktivierung mittels Ucn 2 könnte der p44/42-MAPK-Signalweg gefördert werden, 

der zu Selbstlimitierung β-Arrestin 2 rekrutiert und somit zur CRF2-R-Desensitivierung führen könnte. 

Dies würde den Phosphorylierungsabfall der p44/42-MAPK nach 180 Minuten erklären.  
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4.4. Phosphatasen 

Während die Beteiligung von Proteinkinasen an der Urocortin-induzierten Phosphorylierung von 

Signalproteinen im Herzen schon in mehreren Studien charakterisiert wurde, war die Bedeutung von 

Proteinphosphatasen für die Regulation der Proteinphosphorylierung bisher nicht Gegenstand 

wissenschaftlicher Untersuchungen. In der vorliegenden Arbeit wurde anhand zweier Inhibitoren – 

Okadasäure und Cyclosporin A – erstmals die Rolle von Serin/Threonin-Proteinphosphatasen für die 

Ucn-2-induzierte Phosphorylierung von PLB in Kardiomyozyten untersucht. Okadasäure ist ein 

Hemmstoff der PP1 und der PP2A (Hescheler et al. 1988), Cyclosporin A ein Hemmstoff der PP2B 

(Calcineurin) (Liu J et al. 1992). 

 

4.4.1. Okadasäure-sensitive Phosphatasen dephosphorylieren PLB 

In dieser Arbeit wurde untersucht, welchen Effekt eine Inhibierung von PP1 und PP2A durch 

Okadasäure auf die PLB-Phosphorylierung hat und inwiefern eine additive oder synergistische 

Wirkung auftritt, wenn zusätzlich Ucn 2 verabreicht wird, von dem bekannt ist, dass es die 

Phosphorylierung von PLB am Ser-16 und Thr-17 stark erhöht. Die Ergebnisse zeigen, dass die 

alleinige Gabe von OA zu einem Phosphorylierungsanstieg des PLB am Ser-16 und Thr-17 führte, der 

für die PLB-Phosphorylierung am Ser-16 statistisch signifikant war. Auch Huang et al. konnten eine 

PLB-Phosphorylierungserhöhung nach OA-Gabe nachweisen (Huang et al. 1999). Eine zusätzliche 

Gabe von Ucn 2 führte in beiden Fällen zu einer Phosphorylierungssteigerung des PLB am Ser-16 

und Thr-17, die höher war als bei alleiniger Gabe von OA oder Ucn 2. Der additive Effekt von OA und 

Ucn 2 auf die PLB-Phosphorylierung am Ser-16 und Thr-17 deutet daraufhin, dass die PLB-

Phosphorylierung Ucn-2-induziert über den cAMP/PKA- und den Ca2+-Calmodulin/CaMKII-Signalweg 

und durch OA-sensitive Phosphatasen reguliert wird. 

 

4.4.2. Eine cAMP-Erhöhung erhöht die PP2A-Aktivität 

Forskolin induziert eine PKA-unabhängige Erhöhung der PP2A-Aktivität durch eine Erhöhung des 

intrazellulären cAMP-Spiegels (Feschenko et al. 2002). In dieser Arbeit konnte sowohl für FSK als 

auch für Ucn 2 eine Erhöhung der Phosphorylierung von PLB am Ser-16 gezeigt werden. Die Ser-16-

Phosphorylierung wurde hierbei als Marker für eine Aktivierung des cAMP/PKA-Signalweges 

verwendet, da eine erhöhte intrazelluläre cAMP-Konzentration zur PKA-Aktivierung führt und PKA 

wiederum PLB am Ser-16 phosphoryliert (Laraia und Morkin 1974). Daher ist anzunehmen, dass auch 

Ucn 2 den intrazellulären cAMP-Spiegel erhöht und somit auch die PP2A-Aktivität steigert. Dies 

entspricht den Ergebnissen dieser Arbeit, da eine Gabe von Ucn 2 in Kombination mit Okadasäure, 

einem PP2A-Inhibitor, zu einer zusätzlichen Steigerung der Phosphorylierung von PLB am Ser-16 

führte. Dies legt den Schluss nahe, dass die PP2A an der Regulation der Ucn-2-induzierten PLB-

Phosphorylierung beteiligt ist. 
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Abb. 4.1. Schematische Darstellung der Ucn-2-induzierten Signalkaskaden im Kardiomyozyten                                          

Abkürzungen: AC: Adenylatzyklase, Akt: Proteinkinase B, cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat, CaMKII: Ca
2+
-Calmodulin-

abhängige Proteinkinase II, CRF2-R: Corticotropin-Releasing-Faktor-Rezeptor Typ 2, eNOS: endotheliale NO-Synthase, FSK: 

Forskolin, MEK1/2: MAPK-Kinase der p44/42-MAPK, NO: Stickstoffmonoxid, OA: Okadasäure, PI3K: Phosphatidylinositol-3-

OH-Kinase, PKA: Proteinkinase A, p44/42-MAPK: p44/42-Mitogen-aktivierte Proteinkinase, PLB: Phospholamban, PP1/PP2A: 

Proteinphosphatase 1 und 2A, SERCA 2a: Ca
2+
-ATPase des Sarkoplasmatischen Retikulums, SR: Sarkoplasmatisches 

Retikulum, sGC: lösliche Guanylatzyklase, Ucn 2: Urocortin 2  

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Ucn 2 in adulten Kaninchenkardiomyozyten 

über verschiedene Signalwege seine Wirkung entfaltet. Hierzu gehören der cAMP/PKA-,  der MEK1/2-

p44/42-MAPK-, der PI3K/Akt/eNOS - und der Ca2+-Calmodulin/CaMKII-Signalweg. Weiterhin konnte  

der zeitliche Verlauf und das Zusammenspiel dieser Signaltransduktionswege genauer evaluiert 

werden.                                                  

Der cAMP/PKA- und der Ca2+-Calmodulin/CaMKII-Signalweg führen zu einer Phosphorylierung von 

PLB am Serin-16 oder Threonin-17. Beides bewirkt eine Aufhebung der hemmenden Wirkung von 

PLB auf die SERCA2a-Aktivität, wodurch der Ca2+-Gehalt des sarkoplasmatischen Retikulums erhöht 

wird. Der hierdurch gesteigerte [Ca2+]-Transient bewirkt eine Zunahme der Kontraktilität der 

Kardiomyozyten (Hagemann und Xiao 2002, Yang et al. 2006). Dieser positiv inotrope Effekt  stellt 

einen wichtigen Anpassungsmechanismus des Herzens dar. Als Nebenwirkung tritt jedoch ein 

cAMP/PKA- und Ca2+/Calmodulin/CaMKII-vermittelter proarrhythmogener Effekt auf. Dieser lässt sich 

durch eine vermehrte spontane diastolische Ca2+-Freisetzung aus dem SR durch eine PKA- und 

CaMKII-induzierte SR-Ca2+-Überladung erklären (Yang et al. 2011). Eine erhöhte eNOS-vermittelte 

NO-Produktion in Kardiomyozyten wird als kardioprotektiv angesehen. Die Ucn-2-vermittelte erhöhte 

eNOS-Phosphorylierung am Ser-1177, die zu einer Steigerung der NO-Produktion führt, wird durch 

die Aktivierung mehrerer Signalwege sichergestellt. Hierzu gehören der cAMP/PKA- und der PI3K/Akt-

Signalweg. Da bei Herzinsuffizienz die Aktivierung und Wirkung des cAMP/PKA-Signalweges stark 

eingeschränkt ist, stellt die redundante Ucn-2-vermittelte eNOS-Phosphorylierung durch den PI3K/Akt-

Signalweg sicher, dass es unter diesen Bedingungen trotzdem zu vermehrter NO-Produktion kommt. 

Dies könnte in Verbindung mit den anderen Signalwegen erklären, warum Ucn 2 bei Herzinsuffizienz 

günstige Wirkungen entfaltet. Die eNOS führt durch eine NO-Freisetzung über die Aktivierung des 

sGC/cGMP/PKG-Signalweges und über Transnitrosylierung zu einer Modulierung der 

elektromechanischen Kopplung im Kardiomyozyten (siehe 1.4.6.3.1.). NO selbst hat einen 

antiapoptotischen Effekt (Brunner et al. 1997, Izhar et al. 1998). Myokardiale Umbauprozesse, wie 

z.B. Hypertrophie, die zu einer kardialen Dysfunktion führen, werden durch den anti-adrenergen Effekt 

der eNOS begrenzt (Ziolo et a. 2008, Janssens et al. 2004, Buys et al. 2007).     

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Ucn 2 den MEK1/2-p44/42-MAPK-Signalweg aktiviert. 

In vorhergehenden Studien wirkten Urocortine kardioprotektiv über Aktivierung des MEK1/2-p44/42-

MAPK-Signalweges bei Ischämie- und Reperfusionsverletzungen in Rattenkardiomyozyten und 

humanen Kardiomyozyten. Es zeigte sich außerdem ein antiapoptotischer Effekt durch die Aktivierung 

der p44/42-MAPK (Brar et al. 1999, Nishikimi et al. 2000, Brar et al. 2004). Weiterhin konnte durch die 

Aktivierung der p44/42-MAPK eine positiv-inotrope und positiv-lusitrope Wirkung nachgewiesen 
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werden (Calderon-Sanchez et al. 2009). Hypertroph wirksam ist p44/42-MAPK nicht (Chanalaris et al. 

2005). 

Für die Limitierung der Ucn-2-induzierten Phosphorylierung der Signalproteine spielen Okadasäure-

sensitive (PP1, PP2A) – nicht aber Cyclosporin-A-sensitive (PP2B) – Phosphatasen eine Rolle. Die 

Okadasäure-sensitiven Phosphatasen bewirken eine Dephosphorylierung von PLB, möglicherweise 

auch von weiteren Proteinen. Die Dephosphorylierung von PLB am Ser-16 und Thr-17 limitiert die 

SERCA-vermittelte Erhöhung des SR-Ca2+-Gehaltes und damit den positiv-inotropen und positiv-

lusitropen Effekt von Ucn 2, aber auch den proarrhythmogenen Effekt. 

Aufgrund dieser Erkenntnisse lassen die Daten dieser Arbeit den Schluss zu, dass Ucn 2 in adulten 

Kardiomyozyten die elektromechanische Kopplung positiv beeinflusst und kardioprotektiv wirksam ist, 

über die Aktivierung des cAMP/PKA-,  des Ca2+-Calmodulin/CaMKII-, des MEK1/2-p44/42-MAPK- und 

des PI3K/Akt-Signalweges. Wichtige Mediatoren dieser Signalwege sind PLB und die eNOS. Die 

erhöhte PLB-Phosphorylierung am Ser-16 und Thr-17 führt zu einem erhöhten SR-Ca2+-Gehalt, zu 

erhöhten [Ca2+]i-Transienten und damit zu verstärkter Kontraktion. Die erhöhte eNOS-

Phosphorylierung am Ser-1177 führt zu einer erhöhten NO-Produktion, die über verschiedene 

Mechanismen kardioprotektiv wirksam ist. Okadasäure-sensitive Phosphatasen (PP1, PP2A) spielen 

eine Rolle für die Inaktivierung der Ucn-2-aktivierten Signalwege und Effekte, indem sie zur 

Dephosphorylierung von PLB beitragen. 
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5. Zusammenfassung 

 

Urocortin 2 (Ucn 2) gehört zur Familie der Corticotropin-Releasing-Faktoren (CRF), die über den 

CRF2-Rezeptor kardioprotektiv wirksam sind. Es wirkt auf das Herz positiv inotrop und positiv lusitrop. 

Die zugrundeliegenden zellulären Mechanismen, über die Ucn 2 seine kardialen Wirkungen entfaltet, 

sind jedoch nur unzureichend erforscht. In der vorliegenden Arbeit wurde daher die Stimulierung 

verschiedender Signalkaskaden (PI3K/Akt/eNOS, MEK1/2-p44/42-MAPK, cAMP/PKA, Ca
2+

-

Calmodulin/CaMKII) durch Ucn 2 sowie deren mögliche Interaktionen in isolierten Kaninchen-

Kardiomyozyten untersucht. Außerdem wurde die Bedeutung von Proteinphosphatasen für die 

Regulation der Proteinphosphorylierung überprüft.                                  

Hierzu wurden isolierte Kaninchen-Kardiomyozyten mit Ucn 2, dem Adenylatzyklasestimulator 

Forskolin oder den Phosphatasehemmstoffen Okadasäure und Cyclosporin A behandelt. Okadasäure 

hemmt die Proteinphosphatase 1 (PP1) und 2A (PP2A) und Cyclosporin A die Proteinphosphatase 2B 

(PP2B, Calcineurin). Anschließend wurde mit Hilfe der Western-Blot-Technik und mit 

phosphospezifischen Antikörpern die Phosphorylierung von Akt am Ser-473 und Thr-308, von eNOS 

am Ser-1177, von Phospholamban (PLB) am Ser-16 (Substrat der PKA) und Thr-17 (Substrat der 

CaMKII) und von p44/42-MAPK am Thr-202/Tyr-204 bestimmt.                                  

Ucn 2 (100 nM) führte zu einer zeitabhängigen Phosphorylierung der untersuchten Proteine. Eine 

maximale Phosphorylierung wurde nach 5-30 Minuten beobachtet, wobei der Ucn-2-induzierte Anstieg 

der Phosphorylierung für Akt am Thr-308 75% nach 10 Minuten, für eNOS am Ser-1177 100% nach 

15 Minuten, für p44/42-MAPK 270% nach 10 Minuten, für PLB am Ser-16 1000% nach 5 Minuten und 

für PLB am Thr-17 600% nach 15 Minuten betrug. Bei der 30-minütigen Inkubation mit Forskolin (10 

µM) konnte eine Phosphorylierung von eNOS am Ser-1177 auf etwa 350% der Kontrolle, von PLB am 

Ser-16 auf etwa 750% der Kontrolle und von PLB am Thr-17 auf etwa 180% der Kontrolle beobachtet 

werden, jedoch nicht von Akt am Ser-473 oder p44/42-MAPK am Thr-202/Tyr-204. Die Inkubation mit 

Okadasäure (1 µM) alleine zeigte für PLB am Ser-16 und Thr-17 eine Phosphorylierungserhöhung um 

80-130%, wohingegen für die Inkubation von Okadasäure mit Ucn 2 ein Phosphorylierungsanstieg von 

PLB am Ser-16 und Thr-17 von 260-280% beobachtet werden konnte. Inkubierte man die Zellen mit 

Cyclosporin A (0,1 µM) alleine, führte dies zu keinem Phosphorylierungsanstieg von PLB. Auch 

Cyclosporin A mit Ucn 2 zeigte keinen zusätzlichen Phosphorylierungsanstieg im Vergleich mit Ucn 2 

alleine.                                  

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Ucn 2 in Kaninchen-Kardiomyozyten mehrere Signalwege 

(PI3K/Akt/eNOS, MEK1/2-p44/42-MAPK, cAMP/PKA, Ca
2+

-Calmodulin/CaMKII) stimuliert mit einem 

z.T. erheblich unterschiedlichen Zeitverlauf. Aufgrund des zeitlichen Verlaufes, der Spezifität der 

phosphorylierten Reste für bestimmte Kinasen und des Einsatzes von Forskolin konnte auf 

Interaktionen zwischen den Signalwegen geschlossen werden. Ucn 2 phosphorylierte die eNOS am 

Ser-1177 sowohl über den cAMP/PKA- als auch über den PI3K/Akt-Signalweg. Die PLB-

Phosphorylierung nach Ucn-2-Gabe beruht auf der Stimulierung des cAMP/PKA (Ser-16) und des 

Ca
2+

/Calmodulin/CaMKII-Weges (Thr-17). Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass Okadasäure-

sensitive Phosphatasen (PP1 und PP2A) an der Regulation der Phosphorylierung von PLB beteiligt 
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sind. Cyclosporin-A-sensitive Phosphatasen (Calcineurin) scheinen hingegen für die Ucn-2-induzierte 

Phosphorylierung von PLB keine Rolle zu spielen.                                

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass Ucn 2 in adulten Kardiomyozyten über die Aktivierung 

des cAMP/PKA-, des Ca
2+

-Calmodulin/CaMKII-, des MEK1/2-p44/42-MAPK- und des PI3K/Akt-

Signalweges kardioprotektiv, positiv inotrop und positiv lusitrop wirkt. Ein erhöhter SR-Ca
2+

-Gehalt, ein 

erhöhter [Ca
2+

]i-Transient und damit eine verstärkte Kontraktilität wird durch die gesteigerte PLB-

Phosphorylierung am Ser-16 und Thr-17 erzielt. Kardioprotektive Mechanismen werden durch eine 

erhöhte eNOS-Phosphorylierung am Ser-1177, die zu einer erhöhten NO-Produktion führt, in Gang 

gesetzt. Okadasäure-sensitive Phosphatasen (PP1, PP2A) spielen eine Rolle für die Inaktivierung der 

Ucn-2-aktivierten Signalwege und Effekte, indem sie zur Dephosphorylierung von PLB beitragen. 
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