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 Einleitung 

1.1 Herzinsuffizienz 

Die Herzinsuffizienz beschreibt eine Erkrankung des Herzens, bei der es pathophysiologisch 

zu einer Unfähigkeit des Herzmuskels kommt, ein für die Durchblutung peripherer Organe 

ausreichendes Herzzeitvolumen in einer entsprechenden Situation aufrecht zu erhalten 

(Dickstein et al. 2008). Dabei wird die Herzinsuffizienz in den aktuellen europäischen Leitli-

nien als komplexes Syndrom unterschiedlichster Genese beschrieben, welches von einer 

strukturellen oder funktionellen Störung der Herzfunktion ausgeht und die Fähigkeit der 

Ventrikel beeinträchtigt, Blut aufzunehmen oder in den Körperkreislauf auszuwerfen 

(Ponikowski et al. 2016). Folglich wird durch die Einschränkung der Pumpfunktion des Her-

zens das Sauerstoffangebot für den Gewebestoffwechsel limitiert. Hauptursache der Herz-

insuffizienz ist die ischämische Herzerkrankung (ICM), welche im Rahmen einer Koronaren 

Herzerkrankung (KHK) auftritt, sowie die dilatative Kardiomyopathie (DCM). Weitere Ur-

sachen können persistierende Druckbelastungen des Herzens durch eine erhöhte Nachlast, 

im Sinne eines arteriellen Hypertonus, oder Herzklappenerkrankungen, wie die Aortenklap-

penstenose, darstellen. Hierbei kommt es zunächst im Rahmen physiologischer Anpassungs-

reaktionen zu einer konzentrischen Hypertrophie des linken Ventrikels, bevor im Endsta-

dium meist eine Dilatation eintritt. Des Weiteren können auch persistierende Volumenbe-

lastungen des Herzens durch eine erhöhte Vorlast, beispielsweise im Rahmen von Herzklap-

peninsuffizienzen, durch die dabei auftretenden Pendelvolumina zu einer exzentrischen Di-

latation der Ventrikel und somit zur Herzinsuffizienz führen. 

Anhand der kardialen Pumpfunktion ist eine Unterscheidung der Herzinsuffizienz in eine 

systolische Herzinsuffizienz mit verminderter ventrikulärer Ejektionsfraktion (EF, sog. 

HFrEF) und eine diastolische Herzinsuffizienz mit erhaltener ventrikulärer Ejektionsfrak-

tion (sog. HFpEF) möglich (Hoppe et al. 2005). Eine Einteilung der Herzinsuffizienz anhand 

der klinischen Ausprägung der Erkrankung kann durch die Klassifikation der New York 

Heart Association erfolgen (Stadien: NYHA I-IV) (Hunt et al. 2002; Ponikowski et al. 2016). 

Dabei kommt es je nach Ausprägung der Erkrankung bereits in Ruhe oder erst unter Belas-

tung zu typischen Symptomen wie Dyspnoe, Abgeschlagenheit oder kardial bedingten Öde-

men. Neben der Verminderung der ventrikulären Ejektionsfraktion und der daraus resultie-

renden eingeschränkten kardialen Pumpleistung stellt auch das Auftreten ventrikulärer Ar-

rhythmien einen typischen Aspekt der Herzinsuffizienz dar, welcher sich ebenfalls negativ 

auf die Prognose der Erkrankung auswirkt (McMurray et al. 2012) und im Rahmen dieser 

Arbeit tiefergehend untersucht werden soll. 
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Epidemiologisch stellt die Herzinsuffizienz mit einer Gesamtprävalenz von 1-2 % in der er-

wachsenen Population von Industrieländern eine häufige Erkrankung dar (McMurray et al. 

2012). Die Prävalenz der Herzinsuffizienz ist dabei altersabhängig, sodass bei den 40-55-

Jährigen lediglich <1 %, bei den über 80-Jährigen >10 % der Population betroffen sind 

(Mosterd und Hoes 2007). Bei einer in den letzten Jahren konstant bleibenden Inzidenz ist 

die Zunahme der Prävalenz der Herzinsuffizienz im Alter auf eine Überlebenszeitverlänge-

rung der betroffenen Patienten zurückzuführen, welche unter anderem durch eine verbes-

serte medizinische Patientenversorgung zu erklären ist (Roger 2010). Da die Herzinsuffizienz 

inzwischen den häufigsten Grund für Krankenhauseinweisungen bei Patienten über 65 Jah-

ren darstellt, gewinnt die Erkrankung auch immer mehr an sozioökonomischer Bedeutung 

(Hunt et al. 2002). Bei einem Geschlechterverhältnis von 3:2 sind insgesamt erheblich mehr 

Männer von der Erkrankung betroffen (Hunt et al. 2002).  

In den vergangenen Jahrzehnten konnte mittels Grundlagenforschung gezeigt werden, dass 

die Entwicklung der Herzinsuffizienz auf zellulärer Ebene unter anderem auf Fehlregulatio-

nen des zellulären Calcium (Ca2+)-Stoffwechsels zurückzuführen ist (Bers 2001; Hasenfuss 

und Pieske 2002). Diese manifestieren sich als Veränderungen im Ablauf der elektromecha-

nischen Kopplung und sind als eine elementare Ursache der kontraktilen Dysfunktion sowie 

der Entstehung von Arrhythmien anzusehen. 

1.2 Die Physiologie der myokardialen Kontraktion 

 Die elektromechanische Kopplung 

Die Erregung der ventrikulären Kardiomyozyte hat physiologischerweise ihren Ursprung in 

dem vom Sinusknoten im Vorhof generierten Aktionspotenzial, welches über das Erre-

gungsleitungssystem des Herzens in das Arbeitsmyokard geleitet wird. Die elektromechani-

sche Kopplung beschreibt dabei den Prozess der Umwandlung der elektrischen Erregung 

des Aktionspotenzials in die anschließende mechanische Kontraktion der Kardiomyozyte, 

welche sich an den kontraktilen Strukturen der Zelle abspielt. Grundlage einer regelrechten 

Abfolge von Kontraktion und Relaxation ist folglich ein synchronisierter Ablauf der elekt-

romechanischen Kopplung, sprich eine kontrollierte Freisetzung von Ca2+ in das Zytosol in 

der Systole sowie eine effektive Ca2+-Elimination in der Diastole (Fischer et al. 2011). Eine 

graphische Veranschaulichung dieser Mechanismen findet sich in Abbildung 1. 

Der elektrische Stimulus des Aktionspotenzials (Abbildung 1, 1), dessen Aufstrich durch die 

Öffnung schneller Na+-Kanäle generiert wird, erreicht die Kardiomyozyte über die transver-

salen (T)-Tubuli des Sarkolemms (Abbildung 1, 2). In diese Invaginationen der Membran 

wird das Aktionspotenzial fortgeleitet und führt zu einer Depolarisation der Zellmembran. 

Das Ruhemembranpotenzial von -80 mV ändert sich dabei auf +30 mV (Bers 2002). Diese 

Depolarisation des Sarkolemms führt wiederum zur Öffnung einwärtsgerichteter, span-

nungsabhängiger L-Typ-Ca2+-Kanäle (Dihydropyridin-Rezeptoren, DHPR, Abbildung 1, 3). 
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Durch diese Rezeptoren dringt Ca2+ entlang seines elektrochemischen Gradienten in das 

Zellinnere ein (ICa, Abbildung 1, 4) und triggert durch Aktivierung von Ca2+-Kanälen, den 

sog. Ryanodin-Rezeptoren (RyR2, Abbildung 1, 5) des intrazellulären Ca2+-Speichers, des 

sog. sarkoplasmatischen Retikulums (SR) (Bassani et al. 1993; Delbridge et al. 1997), eine 

zusätzliche Ca2+-Freisetzung aus dem SR (Abbildung 1, 6). Dieser Vorgang wird als Ca2+-

induzierte Ca2+-Freisetzung bezeichnet (Fabiato 1983, 1985; Fabiato und Fabiato 1975) und 

durch die räumliche Assoziation von 10-25 sarkolemmalen L-Typ-Ca2+-Kanälen in den T-

Tubuli mit etwa 100 in sog. Clustern (= räumliche Ansammlung) angeordneten RyR2 am SR 

ermöglicht (Bers und Guo 2005; Franzini-Armstrong et al. 1999; Zalk et al. 2007). In der 

Folge kommt es zum Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration von ca. 100 nmol/l auf 

ca. 1 µmol/l (Abbildung 1, rote Pfeile). Die freigesetzten Ca2+-Ionen induzieren nun durch 

Bindung an Troponin C an den Myofilamenten (Abbildung 1, 7) den Querbrückenzyklus 

und damit die mechanische Kontraktion der Kardiomyozyte (Abbildung 1, 8) (Bers 2002). 

Im Rahmen der Relaxation wird die zytosolische Ca2+-Konzentration über die SR-Ca2+-AT-

Pase (SERCA2a, Abbildung 1, 9), den Na+/Ca2+-Austauscher (NCX, Abbildung 1, 10), die 

sarkolemmale Ca2+-ATPase (Abbildung 1, 11) sowie mitochondriale Ca2+-Uniporter (Abbil-

dung 1, 12) wieder auf die Ausgangswerte abgesenkt (Abbildung 1, grüne Pfeile).  

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der elektromechanischen Kopplung (modifiziert nach Donald M. Bers 
2002 mit freundlicher Genehmigung der Macmillan Publishers Ltd.)  

 Der Querbrückenzyklus 

Die am Ende des Prozesses der elektromechanischen Kopplung beschriebene Bindung des 

Ca2+ an Troponin C bewirkt durch Wechselwirkung mit Troponin I eine konsekutive 
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Freilegung der Bindestellen für die Myosinköpfchen an den Aktin-Filamenten und führt da-

mit zur Initiation des Querbrückenzyklus (Rayment et al. 1993). Dieser ermöglicht im Rah-

men der Kontraktion der Kardiomyozyte eine koordinierte Verschiebung der kontraktilen 

Myofilamente Aktin und Myosin mittels des Gleitfilamentmechanismus (Huxley 1969). Die 

Bereitstellung der hierzu benötigten Energie erfolgt durch die Hydrolyse von Adeno-

sintriphosphat (ATP). Hierdurch wird das sich in einer 90°-Stellung befindliche Myosinköpf-

chen nach Bindung an Aktin in eine 45°-Stellung umgeklappt, sodass durch diese Konfor-

mationsänderung eine Art Kraftschlag ausgeführt wird. Dieser erfolgt nach vollständiger 

Dissoziation von Adenosindiphosphat (ADP) und dem abgespaltenen Phosphat-Ion durch 

eine Verschiebung der sich überlappenden Anteile der Myofilamente Aktin und Myosin. Es 

resultiert eine mikroskopisch sichtbare Verkürzung der Sarkomere, welche sich makrosko-

pisch in einer entsprechenden Kontraktion des Gewebeverbands widerspiegelt. Die anschlie-

ßende Relaxation findet auf zellulärer Ebene durch die Auflösung der hochaffinen Bindung 

zwischen Aktin und Myosin statt und wird erst durch eine erneute ATP-Bindung an das 

Myosinköpfchen sowie den Abfall der intrazellulären Ca2+-Konzentration ermöglicht (Bers 

2002). 

 Die Relaxation 

Die diastolische Relaxation der Kardiomyozyte erfordert, gegensätzlich zur Kontraktion, ei-

nen Abfall der zytosolischen Ca2+-Konzentration. Dieser ermöglicht eine Abdissoziation der 

Ca2+-Ionen vom Troponin C und verhindert somit eine erneute Initiation des Querbrü-

ckenzyklus. Die zytosolische Ca2+-Elimination wird dabei durch vier Transportproteine rea-

lisiert, deren Anteil an der Elimination je nach Spezies variiert (Bers 2002). Da sich diese 

Arbeit ausschließlich mit humanem Myokard auseinandersetzt, werden hier die Relaxations-

vorgänge in der humanen Kardiomyozyte dargestellt. Die dort eine Rolle spielenden Trans-

portproteine sind 1) die SR-Ca2+-ATPase (SERCA), deren kardial dominierende Isoform die 

SERCA2a darstellt, 2) der sekundär aktive sarkolemmale Na+/Ca2+-Austaucher (NCX), 3) 

die sarkolemmale Ca2+-ATPase, sowie 4) mitochondriale Ca2+-Uniporter (Bers 2002). Die 

SERCA2a trägt mit ~70 % der zytosolischen Ca2+-Elimination den größten Anteil zur Sen-

kung der zytosolischen Ca2+-Konzentration bei, wobei sie das Ca2+ aus dem Zytosol unter 

ATP-Verbrauch zurück in das SR befördert. Eine Modulation der SERCA2a-Aktivität kann 

durch Phospholamban (PLB) erfolgen, dessen inhibitorische Wirkung auf die SERCA2a von 

seinem Phosphorylierungszustand abhängt. Dabei inhibiert PLB die Aktivität der SERCA2a 

lediglich im unphosphorylierten Zustand. Die Phosphorylierung durch die Proteinkinase A 

(PKA) an Position Serin 16, als auch durch die Ca2+/Calmodulin-abhängige Proteinkinase 

IIδ (CaMKIIδ) an Position Threonin 17 bewirken folglich eine Aktivitätssteigerung der 

SERCA2a (Mattiazzi und Kranias 2011; Vittone et al. 2008). Der NCX transportiert ~28 % 

des Ca2+ nach extrazellulär. Dabei arbeitet der NCX unter physiologischen Bedingungen 

hauptsächlich im sog. Vorwärtsmodus, in welchem ein Ca2+-Ion im Austausch gegen drei 

Na+-Ionen nach extrazellulär transportiert wird. Lediglich ~2 % der Ca2+-Elimination fallen 
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auf die sarkolemmale Ca2+-ATPase sowie mitochondriale Ca2+-Uniporter (Bers 2002). Eine 

graphische Veranschaulichung dieser Prozesse findet sich in Abbildung 1.  

1.3 Kardiale Ryanodinrezeptoren (RyR2) 

Kardiale Ryanodinrezeptoren (RyR2) sind Ca2+-Kanäle, die sich an der terminalen Zisterne 

des SR befinden und Ca2+-getriggert zu einer Ca2+-Ausschüttung aus dem SR führen (Inui et 

al. 1987), was wiederum einen wichtigen Mechanismus im Rahmen der elektromechanischen 

Kopplung darstellt. Im Jahr 1993 beschrieben Cheng et al. zuerst die sog. SR-Ca2+-Sparks 

(= Ca2+-Funken), als spontane Ca2+-Freisetzungsereignisse geclusterter RyR2 (Cheng et al. 

1993; Guatimosim et al. 2002). Von den drei bislang identifizierten Isoformen von Ryanodin-

rezeptoren, stellt der RyR2 die kardial dominierende Isoform dar (Inui et al. 1987). Der 

RyR2-Komplex besteht physiologischerweise aus dem eigentlichen Kanalprotein (Homotet-

ramer-Komplex, ~2200 kDa) und einer Pore, welche zwischen den vier ~565 kDa großen 

Untereinheiten liegt (Ma et al. 2004; Zalk et al. 2007). Die genaue Zusammensetzung der 

RyR2 in Bezug auf die Anzahl und Anordnung der Transmembraneinheiten (vermutlich 4-

6) wird noch erforscht (Ma et al. 2004; Zalk et al. 2015). Dabei enthält der RyR2 zwei funk-

tionelle Domänen: 1) die kleine Carboxyl(C)-terminale hydrophobe Domäne, sowie 2) eine 

große Amino(N)-terminale zytoplasmatische Domäne, welche Kanalregulationsstellen bein-

haltet und am Aufbau eines großen regulatorischen Signalkomplexes beteiligt ist (Ma et al. 

2004). Dazu zählen unter anderem auch Calstabin 2 (FK506-Bindeprotein 12.6 

= FKBP12.6), das muskelspezifische Ankerprotein der Proteinkinase A (mAKAP) sowie die 

Protein-Phosphatasen (PP) PP1 und PP2A (Marx et al. 2000; Zalk et al. 2007; Zhao et al. 

1998). Zudem können weitere Interaktionen am RyR2 mit einem Komplex aus Tiradin, Junc-

tin und Calsequestrin sowie Sorcin und Calmodulin erfolgen (Bers 2004). Außerdem unter-

liegen die RyR2 zahlreichen Regulationen durch die Proteinkinase A (PKA) sowie durch die 

Ca2+/Calmodulin-abhängige Proteinkinase IIδ (CaMKIIδ), welche durch Phosphorylierun-

gen spezifischer Bindungsstellen die Öffnungswahrscheinlichkeit der RyR2 modulieren kön-

nen (Hain et al. 1995; Marx et al. 2000; Valdivia et al. 1995; Wehrens et al. 2004; Witcher et 

al. 1991). Insgesamt wird die Öffnungswahrscheinlichkeit der RyR2 folglich unter anderem 

von einem sensiblen System aus Proteinkinasen und Serin/Threonin-Phosphatasen reguliert, 

welches im Übergang zur Herzinsuffizienz aus dem physiologischen Gleichgewicht gerät. 

Eine genauere Betrachtung dieser Mechanismen und der daran beteiligten Enzyme erfolgt in 

den folgenden Kapiteln. 

1.4 Kardiale Proteinkinasen 

Proteinkinasen sind Enzyme, welche den Transfer einer Phosphatgruppe von einem Donor 

(meist ATP) auf eine Hydroxyl(OH)-Gruppe einer Aminosäureseitenkette katalysieren. Die 

reversible Phosphorylierung von Zielproteinen durch Serin/Threonin-Proteinkinasen ist da-
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bei ein wichtiger Mechanismus zur Regulation multipler zellulärer Funktionen, wie unter an-

derem des Ca2+-Stoffwechsels in der humanen Kardiomyozyte (Katz et al. 1975). Insgesamt 

unterliegt etwa die Hälfte aller menschlichen Proteine einer reversiblen Phosphorylierung 

(Hornbeck et al. 2012). Dabei wird der Phosphorylierungsstatus der Zielproteine durch die 

Menge und Aktivität der Proteinkinasen sowie deren funktionellen Gegenspielern, den Se-

rin/Threonin-Phosphatasen, reguliert, welche im Rahmen der Dephosphorylierung die ent-

sprechende Phosphatgruppe mittels Hydrolysierung wieder abspalten. Es resultiert physio-

logischerweise ein fein reguliertes Gleichgewicht aus phosphorylierten und dephosphorylier-

ten Zielproteinen, welches bei bestimmten Erkrankungen, wie der Herzinsuffizienz, verloren 

geht und zu Dysregulationen der abhängigen Stoffwechselwege, wie der Ca2+-Homöostase 

in der Kardiomyozyte, führt. Die Funktionsweise der Proteinkinasen und Serin/Threonin-

Phosphatasen ist schematisch in Abbildung 2 dargestellt. 

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Funktionsweise von Proteinkinasen und Serin/Threonin-Phospha-
tasen 

In den folgenden Unterkapiteln werden die Struktur sowie die physiologischen Funktionen 

der wichtigsten kardialen Proteinkinasen besprochen. Eine detaillierte Betrachtung des Bei-

trags der Proteinkinasen an der Entwicklung der Herzinsuffizienz erfolgt in Kapitel 1.6. 

 Proteinkinase A (PKA) 

Die Proteinkinase A (PKA) ist eine Serin/Threonin-Proteinkinase, welche als inaktives 

PKA-Tetramer aus einem Komplex aus zwei regulatorischen und zwei katalytischen Un-

tereinheiten besteht. Durch Bindung von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) an 

die regulatorische Untereinheit kommt es zur Abdissoziation der beiden katalytischen Un-

tereinheiten, welche als Monomere freigesetzt werden und mittels Phosphorylierung von 

Zielproteinen als Schlüsselenzyme verschiedener Stoffwechselwege fungieren (Hanks et al. 

1988; Taylor et al. 2013). In der humanen Kardiomyozyte ist die PKA unter anderem in den 

physiologischen Ablauf der β1-adrenergen Signalkaskade nach Stimulation des sympathi-

schen Nervensystems eingebunden (Benkusky et al. 2007; Bers 2002; Eisner et al. 2009). In 

diesem Rahmen moduliert die PKA über eine Phosphorylierung der RyR2 sowie der L-Typ-
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Ca2+-Kanäle auf positive Weise die Kontraktionskraft (positive Inotropie) sowie über Phos-

phorylierung von Phospholamban (PLB) an Position Serin 16 und Troponin I an Position 

Serin 23/24  die Relaxationskinetik der Kardiomyozyte (positive Lusitropie) (Bers 2002; Cole 

und Perry 1975; Eisner et al. 2009; Kentish et al. 2001; Kranias 1985).  

 Ca2+/Calmodulin-abhängige Proteinkinase II (CaMKII)  

Die Ca2+/Calmodulin-abhängige Proteinkinase II (CaMKII) stellt als Serin/Threonin-Pro-

teinkinase ein weiteres wichtiges Enzym in der Regulation des kardialen Ca2+-Stoffwechsels 

dar (Braun und Schulman 1995). Dabei existieren vier Isoformen der CaMKII: α, β, γ und δ 

(Maier und Bers 2002). Die prädominante Isoform im Herzen ist die CaMKIIδ, deren Spli-

cevarianten δB im Nukleus und δc im Zytosol der Kardiomyozyte vorkommen (Edman und 

Schulman 1994; Maier und Bers 2007; Srinivasan et al. 1994; Tobimatsu und Fujisawa 1989). 

Durch eine Zusammenlagerung von 6-12 CaMKII-Monomeren entsteht das ringförmige, 

funktionell aktive Holoenzym der CaMKII (Maier und Bers 2007). Einzelne Monomere be-

stehen dabei aus einer Amino(N)-terminalen Domäne mit katalytischer Funktion, einem 

zentralen regulatorischen Bereich, der eine teilweise überlappende Autoinhibitions- und 

Ca2+/Calmodulin-Bindungsregion einschließt, sowie einer Carboxy(C)-terminalen Domäne, 

welche die Oligomerisation des Holoenzyms ermöglicht (Assoziationsdomäne). Die Aktivie-

rung der CaMKII erfolgt physiologischerweise während der Systole über einen Anstieg der 

zytosolischen Ca2+-Konzentration (Maier und Bers 2007). Dies geschieht über eine Kom-

plexbildung von vier Ca2+-Ionen mit Calmodulin (CaM) zu einem Ca2+/CaM-Komplex, wel-

cher dann an die regulatorische Domäne bindet. Neben der Aktivierung durch den 

Ca2+/CaM-Komplex kann die CaMKII auch durch Autophosphorylierung der autoinhibito-

rischen Domäne an Position Threonin 286 in einen dauerhaft aktiven Zustand versetzt wer-

den (Maier und Bers 2002). Da die Autophosphorylierung der CaMKII eine Affinitätssteige-

rung der Bindung des Ca2+/CaM-Komplexes an die regulatorische Domäne um den Faktor 

700 bewirkt, besitzt diese auch während der in der Diastole vorherrschenden erniedrigten 

zytosolischen Ca2+-Konzentration noch 20-80 % ihrer maximalen Aktivität (Lai et al. 1986; 

Lou et al. 1986; Schworer et al. 1986). Eine vollständige Inaktivierung der CaMKII erfolgt 

durch Dephosphorylierung an Position Threonin 286 durch die Serin/Threonin-Phosphata-

sen 1, 2A und 2C (Maier und Bers 2007; Zhang und Brown 2004). Eine schematische Dar-

stellung der Struktur und Funktionsweise der CaMKII findet sich in Abbildung 3. 
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Abbildung 3: Schematische Abbildung der Funktionsweise der Ca2+-/Calmodulin-abhängigen Proteinkinase II 
(CaMKII). A: Schematische Darstellung eines CaMKII-Monomers, bestehend aus einer katalytischen Domäne, 
einer regulatorischen Domäne sowie einer Assoziationsdomäne. B: Zusammenlagerung mehrerer CaMKII-
Monomere zum CaMKII-Holoenzym. C: Aktivierung der CaMKII durch den Ca2+/Calmodulin-Komplex 
(rote Punkte). D: Aktivierung der CaMKII durch Autophosphorylierung an Position Threonin 286 führt zur 
Aufrechterhaltung von 20-80 % der maximalen CaMKII-Aktivität in der Diastole. (modifiziert nach Maier und 
Bers 2002 mit freundlicher Genehmigung von Elsevier) 

Funktionell nimmt die CaMKII, wie auch die PKA, über die Phosphorylierung diverser int-

razellulärer Zielproteine eine zentrale Stellung in der Regulation der elektromechanischen 

Kopplung in der Kardiomyozyte ein. Die Phosphorylierung der sarkolemmalen L-Typ-Ca2+-

Kanäle durch die CaMKII bewirkt dabei eine Steigerung der Amplitude des am Anfang der 

elektromechanischen Kopplung stehenden ICa sowie eine verzögerte Inaktivierung dieses 

Ca2+-Einstroms (Dzhura et al. 2000; Maier und Bers 2007). Durch Phosphorylierung der 

RyR2 greift die CaMKII außerdem in die Modulation der Offenwahrscheinlichkeit der RyR2 

ein. Die funktionell wichtigsten Phosphorylierungsstellen der CaMKII am RyR2 liegen an 

Position Serin 2809 sowie Serin 2815, wobei die Position Serin 2809 ebenfalls eine Phospho-

rylierungsstelle der PKA darstellt (Hain et al. 1995; Maier und Bers 2007; Maier et al. 2003; 

Marx et al. 2000; Valdivia et al. 1995; Witcher et al. 1991). Weitere Studien ergaben mindes-

tens vier weitere Phosphorylierungsstellen der CaMKII an RyR2, deren genaue Bedeutung 

allerdings noch unklar ist (Maier und Bers 2007; Rodriguez et al. 2003). Es konnte gezeigt 

werden, dass die Phosphorylierung der RyR2 durch die CaMKII zu einer Steigerung des in 

der Systole freigesetzten Anteils des SR-Ca2+-Speichers führt und zusätzlich die diastolische 

Öffnungswahrscheinlichkeit der RyR2 erhöht (Ai et al. 2005; Kohlhaas et al. 2006; Maier et 

al. 2003). Des Weiteren erfolgt durch die CaMKII eine Phosphorylierung von PLB an Posi-

tion Threonin 17, welches dadurch seine hemmende Wirkung auf die SERCA2a verliert und 
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eine Steigerung der Ca2+-Aufnahme in das SR ermöglicht (Davis et al. 1983; Kohlhaas et al. 

2006; Le Peuch et al. 1979). 

1.5 Kardiale Serin/Threonin-Phosphatasen (PP) 

Die Serin/Threonin-Phosphatasen (PP) stellen eine Gruppe von Enzymen dar, welche als 

Hydrolasen unter Verbrauch von einem Wasser-Molekül die Spaltung der Esterbindung zwi-

schen einem Phosphatrest und einer Hydroxyl(OH)-Gruppe ermöglichen. Somit können 

durch die PP die von Proteinkinasen an die Seitenketten der Aminosäuren Serin und Threo-

nin angehefteten Phosphatreste effektiv entfernt werden. Diese Reaktion stellt, wie in Kapi-

tel 1.4 beschrieben, einen den Proteinkinasen entgegengesetzten Mechanismus dar, weshalb 

die PP als deren funktionelle Gegenspieler betrachtet werden können. 

Im Gegensatz zu der großen Anzahl an Proteinkinasen, welche durch das menschliche Ge-

nom codiert werden, existieren nur wenige Gene, die für die katalytischen Untereinheiten 

der Phosphatasen codieren (Virshup und Shenolikar 2009). Nach Cohen et al. umfasst die 

Gruppe der Serin/Threonin-Phosphatasen folgende Enzyme: PP1, PP2A, PP2B (Calcineu-

rin) sowie PP2C (Cohen 1989). Erst kürzlich wurden die PP4-7 identifiziert, deren genaue 

Bedeutung aber noch teilweise unklar ist (Herzig und Neumann 2000; Shi 2009). Diese ge-

ringe Anzahl an PP kann nur durch Bildung von sog. Multi-Protein-Komplexen die große 

Vielzahl der Proteinkinasen effektiv antagonisieren. Die gebildeten Multi-Protein-Komplexe 

bestehen dabei aus einer katalytischen sowie diversen anderen Untereinheiten, welche als 

regulatory subunits (= regulatorische Untereinheiten), targeting subunits (= Lokalisationsunterein-

heiten) und scaffold subunits (= Stützelemente) bezeichnet werden. Diese ermöglichen bei ho-

her Substratspezifität, neben der genauen Regulation der PP-Aktivität, eine spezielle subzel-

luläre Lokalisation der einzelnen Holoenzyme (Shi 2009; Virshup und Shenolikar 2009). Ins-

gesamt wird die PP-Aktivität im menschlichen Herzen zu ~90 % durch die PP1, PP2A sowie 

PP2B (Calcineurin) bestimmt (Cohen 1989; El-Armouche und Eschenhagen 2009). Diese 

PP sind in Abbildung 4 schematisch dargestellt. 
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Zusammensetzung von A: PP1, B: PP2A und C: PP2B (Calcineu-
rin) (modifiziert nach Heijman et al. 2013 mit freundlicher Genehmigung von Elsevier) 

In den folgenden Unterkapiteln werden die Struktur sowie die physiologischen Funktionen 

der wichtigsten kardialen PP besprochen. Der Beitrag der PP an der Entwicklung der Herz-

insuffizienz wird in Kapitel 1.6 beschrieben. 

 Protein-Phosphatase 1 (PP1) 

Die PP1 ist in nahezu allen Zellen des menschlichen Körpers, folglich auch in den Kardio-

myozyten, exprimiert (Heijman et al. 2013) und trägt dort zur Regulation der elektromecha-

nischen Kopplung bei. Durch unterschiedliche Gene werden insgesamt drei Hauptformen 

der katalytischen Untereinheit exprimiert: PP1α, PP1γ sowie PP1δ/β (Herzig und Neumann 

2000). Eine weitere Unterteilung ist anhand von Splicevarianten der PP1α sowie der PP1γ 

möglich. Die verschiedenen Isoformen der PP1 besitzen unterschiedliche Lokalisationspezi-

fitäten in der Kardiomyozyte, wobei die PP1α hauptsächlich an den Myofilamenten, die 

PP1δ/β am longitudinalen SR (PLB, SERCA2a) und die PP1γ am junktionalen SR (RyR2) 

vorliegen (Aoyama et al. 2011; Herzig und Neumann 2000). Die katalytischen Untereinheiten 

der PP1 lagern sich mit einer von mehr als 200 regulatorischen Untereinheiten, den Phospha-

tase-Interacting-Proteins (= mit der PP1 interagierende Proteine, PIP) zu Dimeren zusammen, 

welche wiederum die Substratspezifität bedingen und die subzelluläre Lokalisation sowie die 

Aktivität der PP1 beeinflussen können (Chatterjee und Koehn 2013). Wichtige regulatorische 

Untereinheiten stellen dabei die endogenen PP1-Inhibitoren Inhibitor-1 (I1), Inhibitor-2 (I2) 

sowie das Hitzeschockprotein 20 (HSP20) dar (Cohen 2002). Funktionell trägt die PP1 ge-

meinsam mit der PP2A zur Dephosphorylierung der RyR2 und somit zur Steuerung der 



1 Einleitung 11 

Ca2+-Freisetzung aus dem SR bei. Dabei wird die PP1 über die regulatorische Untereinheit 

Spinophillin an den RyR2-Komplex gebunden (Marks et al. 2002). Des Weiteren kontrolliert 

die PP1 die Dephosphorylierung des SERCA2a-Inhibitions-Proteins PLB an Position Se-

rin 16 (PKA-Phosphorylierungsstelle) sowie Position Theronin 17 (CaMKII-Phosphorylie-

rungsstelle) (Aye et al. 2012), wodurch die PP1 direkt in die Regulation der diastolischen 

Ca2+-Elimination eingreift. Außerdem ist die PP1, gemeinsam mit der PP2A, für die Dephos-

phorylierung von Troponin I an Position Serin 23/24 zuständig und greift somit ebenfalls in 

die Regulation des Kontraktionsmechanismus ein (Solaro und Kobayashi 2011). 

 Protein-Phosphatase 2A (PP2A) 

Die PP2A ist eine weitere, speziesspezifische PP mit wichtigen Funktionen in der Regulation 

des kardialen Ca2+-Stoffwechsels (De Grande et al. 2013). Dabei liegt die PP2A entweder als 

Dimer aus einer katalytischen Untereinheit (PP2A-A) und einem Stützelement (PP2A-C) o-

der als Trimer aus einer katalytischen Untereinheit, einem Stützelement sowie einer regula-

torischen Untereinheit vor. Die katalytischen Untereinheiten und Stützelemente der PP2A 

kommen unspezifisch in der gesamten Kardiomyozyte vor, wohingegen die regulatorischen 

Untereinheiten der PP2A eine spezifische subzelluläre Lokalisation besitzen (De Grande et 

al. 2013). Dabei werden vier Unterformen der regulatorischen Untereinheiten unterschieden: 

PP2A-B, PP2A-B´, PP2A-B´´, PP2A-B´´´ (Herzig und Neumann 2000). Die PP2A kann, wie 

auch die katalytische Untereinheit von PP2B (Calcineurin), an den Carboxy(C)-Terminus der 

α-Untereinheit des L-Typ-Ca2+-Kanals am Sarkolemm binden und die PKA-Phosphorylie-

rungsstelle an Position Serin 1928 dephosphorylieren (Xu et al. 2010). Dadurch leistet die 

PP2A einen wichtigen Beitrag zur Steuerung der Ca2+-induzierten Ca2+-Freisetzung aus dem 

SR. Des Weiteren spielt die PP2A neben der PP1 in der humanen Kardiomyozyte eine wich-

tige Rolle in der Dephosphoryierung der RyR2, an welche sie durch die Untereinheit PR130, 

B56α-Ankyrin-B oder B56δ-mKAP gebunden wird (Marks et al. 2002). 

 Protein-Phosphatase 2B (PP2B, Calcineurin) 

Die PP2B, welche auch als Calcineurin bezeichnet wird, ist eine Ca2+-abhängige PP, welche 

aus einer katalytischen (CNA) sowie einer regulatorischen (CNB) Untereinheit besteht und 

in geringeren Anteilen in der Kardiomyozyte, vor allem aber im Gehirn und im Hoden vor-

kommt (Herzig und Neumann 2000). Calcineurin spielt in der Kardiomyozyte hauptsächlich 

eine Rolle in der transkriptionalen Regulation von diversen Proteinen und reguliert auch über 

Wechselwirkungen mit anderen Proteinkinasen und PP die kardiale elektromechanische 

Kopplung (Molkentin 2000; Weber et al. 2015). 
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1.6 Pathophysiologische Grundlagen des Ca2+-Stoffwechsels in der 

Herzinsuffizienz  

Störungen der Ca2+-Homöostase und konsekutiv veränderte Prozesse der elektromechani-

schen Kopplung stellen in der humanen Kardiomyozyte eine wichtige Ursache für die Ent-

wicklung der Herzinsuffizienz dar. Dabei ist die Herzinsuffizienz auf zellulärer Ebene durch 

eine negative Kraft-Frequenz-Beziehung charakterisiert, welche sowohl auf eine frequenzab-

hängige Reduktion der Amplitude der systolischen Ca2+-Transienten als auch auf eine Ver-

minderung des SR-Ca2+-Gehaltes zurückzuführen ist (Gwathmey et al. 1987; Mulieri et al. 

1992; Pieske et al. 1995; Pieske et al. 1999). Gleichzeitig sind eine erhöhte diastolische Ca2+-

Konzentration und eine verminderte Eliminationsgeschwindigkeit des zytosolischen Ca2+ in 

der Diastole in der Herzinsuffizienz beobachtet worden (Beuckelmann et al. 1992; Fischer 

et al. 2013; Pieske et al. 1999). Diese Parameter manifestieren sich klinisch in einer geringeren 

systolischen Kraftentwicklung, einer erhöhten diastolischen Spannung und einer verlänger-

ten Relaxationszeit des Myokards (Harding et al. 1992). Gleichzeitig trägt auch die erhöhte 

Frequenz spontaner Ca2+-Entladungen aus dem SR, der sog. Ca2+-Sparks, zur Dysregulation 

der kardialen Ca2+-Homöostase bei. Diese Ca2+-Sparks generieren ein diastolisches SR-Ca2+-

Leck, welches auf mangelnde Stabilität der RyR2 zurückzuführen ist und ursächlich mit der 

Auslösung von Arrhythmien und der diastolischen Dysfunktion in Verbindung gebracht 

wird (Bers et al. 2003). Die erhöhte diastolische Ca2+-Freisetzung sorgt zudem über den in 

der Herzinsuffizienz vermehrt exprimierten NCX durch den Austausch eines Ca2+-Ions ge-

gen drei Na+-Ionen für einen Netto-Einwärtsstrom positiver Ladungen, welcher in der Folge 

späte Nachdepolarisationen verursachen kann (Reinecke et al. 1996; Schillinger et al. 2000; 

Studer et al. 1994). Außerdem ist in der Herzinsuffizienz der späte Na+-Strom (INa,late) erhöht, 

welcher durch eine Na+-Überladung der Zelle Nachdepolarisationen des Membranpotenzials 

auslösen kann und somit zur Entstehung kardialer Arrhytmien beiträgt (Glynn et al. 2015; 

Sossalla et al. 2008; Valdivia et al. 2005). Über eine Aktivierung der CaMKII führt der späte 

Na+-Strom schließlich zur Aufrechterhaltung eines Teufelskreislaufs aus Arrhythmien und 

Pumpschwäche. 

Ursächlich für die funktionellen Veränderungen der kardialen Ca2+-Homöostase im Rahmen 

der Herzinsuffizienz ist neben der veränderten Expression spezifischer kardialer Proteine, 

wie der SERCA2a, auch der veränderte Phosphorylierungsstatus der Zielproteine L-Typ-

Ca2+-Kanal, RyR2, PLB sowie der kardialen Myofilamente. Dabei steht der Phosphorylie-

rungsstatus dieser Zielproteine auch in Zusammenhang mit der Expression und Aktivität der 

beteiligten Proteinkinasen und PP. 

In den vergangenen Jahren wurde der Beitrag der PKA an der RyR2-Hyperphosphorylierung 

im Rahmen der Entwicklung der Herzinsuffizienz sowie der Entstehung von Arrhythmien 

kontrovers diskutiert (Houser 2014; Lehnart und Marks 2007; Li et al. 2002; Reiken et al. 

2003). Lehnart et al. postulierten im Jahre 2007 anhand eines Tiermodells mit RyR2-S2808A 
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Knock-In-Mäusen (= entspricht der Inaktivierung der PKA-abhängigen Phosphorylierungs-

stelle der RyR2), dass ein Fehlen der chronischen PKA-vermittelten Hyperphosphorylierung 

der RyR2 vor der Entwicklung einer Herzinsuffizienz schützt (Lehnart und Marks 2007). 

Zuvor wurde auch die Sensitivitätsänderung der RyR2 durch Abdissoziation von Calstabin 

2 (FK506-Bindeprotein 12.6 = FKBP12.6) nach Hyperphosphorylierung der RyR2 durch 

die PKA als möglicher Pathomechanismus herausgearbeitet, welcher zur Progression der 

Herzinsuffizienz beitragen kann (Marx et al. 2000). Diesem Standpunkt widersprachen 

Mac Donell et al. sowie Houser, indem sie aufzeigten, dass die RyR2-abhängige Dysregula-

tion des kardialen Ca2+-Stoffwechsels eher CaMKII-vermittelt und nicht auf Änderungen der 

PKA-abhängigen Phosphorylierung der RyR2 an Position Serin 2808 zurückzuführen ist 

(Houser 2014; Mac Donnell et al. 2008). 

Durch weitere Studien konnte in den folgenden Jahren zunächst am Tiermodell (Zhang et 

al. 2012) und später auch in Experimenten mit humanem Myokard (Fischer et al. 2013) auf-

gezeigt werden, dass eine Hyperphosphorylierung der RyR2 durch die PKA zumindest im 

Stadium der terminalen Herzinsuffizienz keine wesentliche Rolle mehr spielt. So fand sich in 

der terminalen Herzinsuffizienz keine Hyperphosphorylierung an der PKA-Phosphorylie-

rungsstelle Serin 2808 (im Tiermodell) bzw. Serin 2809 (in humanem Myokard) (Fischer et 

al. 2013; Zhang et al. 2012). Stattdessen konnte gezeigt werden, dass eine Hyperphosphory-

lierung der RyR2 an Position Serin 2815 (CaMKII-Phosphorylierungsstelle) mit den be-

schriebenen Folgen der Dysregulation der Ca2+-Homöostase in der terminalen Herzinsuffi-

zienz einhergeht (Fischer et al. 2013). Die CaMKII wird dabei im Stadium der Herzinsuffi-

zienz vermehrt exprimiert und liegt zudem ebenfalls vermehrt in ihrer autophosphorylierten, 

aktivierten Form vor (Ai et al. 2005; Fischer et al. 2013; Hoch et al. 1999; Kirchhefer et al. 

1999; Sossalla et al. 2010). Durch die folglich vermehrte Assoziation der CaMKII mit den 

RyR2 kommt es in der Herzinsuffizienz zu der beschriebenen Hyperphosphorylierung der 

RyR2 an der CaMKII-spezifischen Phosphorylierungsstelle an Position Serin 2815 (Fischer 

et al. 2013; Maier und Bers 2007; Sossalla et al. 2010). Hieraus resultiert eine Frequenzerhö-

hung spontaner diastolischer Ca2+-Entladungen (Ca2+-Sparks) (Ai et al. 2005; Kohlhaas et al. 

2006; Maier et al. 2003; Shannon et al. 2003; Sossalla et al. 2010; Witcher et al. 1991). Inte-

ressanterweise findet sich in der menschlichen Herzinsuffizienz sowie auch in CaMKII-

transgenen Tiermodellen, trotz einer erhöhten Expression und Aktivität der CaMKII (Ai et 

al. 2005; Fischer et al. 2013; Maier und Bers 2007) und der daraus resultierenden Steigerung 

der SERCA2a-Aktivität über die Phosphorylierung von PLB an Position Threonin 17, ins-

gesamt eine Abnahme des SR-Ca2+-Gehaltes, welche sich durch eine verringerte SERCA2a-

Expression, eine Steigerung der NCX-Aktivität sowie ein erhöhtes diastolisches SR-Ca2+-

Leck erklären lässt (Hasenfuss 1998; Maier et al. 2003; Mercadier et al. 1990). Es resultierten 

folglich, wie zuvor beschrieben, eine Depletion der Ca2+-Speicher mit konsekutiver systoli-

scher und diastolischer Dysfunktion sowie eine Steigerung der Arrhythmieneigung (Maier 

und Bers 2007). 
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Eine weitere Komponente, welche die Entstehung der Pumpschwäche begünstigt, ist die in 

der Herzinsuffizienz vorliegende Hypophosphorylierung von Troponin I sowie Myosin-bin-

dendes-Protein-C (cMBP-C) (Heijman et al. 2013), welche unter anderem durch lokal ver-

mehrte PP1- sowie PP2A-Aktivität an den jeweiligen PKA-Phosphorylierungsstellen erklärt 

werden kann und eine Einschränkung der Sarkomer-Funktion bedingt (Hamdani et al. 2013; 

Marston und de Tombe 2008; McConnell et al. 1998). Die fehlende Phosphorylierung der 

PKA-Phosphorylierungsstellen am cMBP-C bewirkt zudem eine Inhibition der Aktin-Myo-

sin-Interaktion, sodass insgesamt eine Verschlechterung der kardialen Kontraktion sowie der 

Relaxation eintritt (Coulton und Stelzer 2012; Heijman et al. 2013). 

Neben den pathophysiologischen Veränderungen auf der Ebene der Proteinkinasen schei-

nen somit auch die Aktivitäten der einzelnen kardialen PP in der Herzinsuffizienz eine wich-

tige Rolle zu spielen. Hierbei scheinen die Expression der PP1 sowie ihre Gesamtaktivität im 

Vergleich zu gesundem Myokard erhöht (Eiringhaus et al. 2015; Neumann 2002; Nicolaou 

und Kranias 2009), die PP2A-Expression jedoch erniedrigt zu sein (Eiringhaus et al. 2015; 

Wijnker et al. 2011), wobei unterschiedliche Expressionslevel in verschiedenen Studien de-

tektiert wurden (Heijman et al. 2013). Insgesamt wird somit angenommen, dass in der Herz-

insuffizienz eine erhöhte Proteinkinase-Aktivität sowie eine Dysregulation der verschiedenen 

PP-Aktivitäten vorliegen. Diese haben je nach subzellulärem Kompartiment unterschiedliche 

Auswirkungen auf den Phosphorylierungsstatus der angesprochenen Zielproteine. 

In den vergangenen Jahren konnte ein erster Einblick in die funktionellen Mechanismen der 

Dysregulation der kardialen PP im Rahmen menschlicher Herzerkrankungen gewonnen wer-

den. Hierbei konnte gezeigt werden, dass eine Dysregulation der PP1-Spinophillin-Interak-

tion im Rahmen der pathophysiologischen Mechanismen des Vorhofflimmerns eine Rolle 

zu spielen scheint (Chiang et al. 2014). Bei Spinophillin handelt es sich um eine regulatorsiche 

Untereinheit des PP1-Makrokomplexes, welche die PP1-Assoziation mit den RyR2 fördert. 

So resultierte der Knock-Out (= Ausschaltung des Gens eines Proteins) von Spinophillin-1 in 

einer stark verminderten Interaktion der PP1 mit den RyR2. Dies führte zu einer deutlich 

erhöhten Phosphorylierung der RyR2 an der CaMKII-Position Serin 2814, nicht aber an der 

PKA-Position Serin 2808 (Chiang et al. 2014). Funktionell resultierte daraus eine signifikante 

Erhöhung der Ca2+-Spark-Frequenz, welche durch eine CaMKII-Inhibition reversibel war 

(Chiang et al. 2014). Zudem zeigten die untersuchten Versuchstiere eine starke Neigung hin-

sichtlich der Entwicklung eines Vorhofflimmerns (Chiang et al. 2014). 

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass in der menschlichen Herzinsuffizienz eine Ver-

minderung der Expression des endogenen PP1-Inhibitors Inhibitor-1 (I1) vorliegt (El-

Armouche et al. 2004; El-Armouche et al. 2003), welche die zuvor beschriebene Aktivitäts-

steigerung der PP1 bedingt (Neumann et al. 1997; Schwoerer et al. 2008). Diese Feststellung 

konnte auch in einem experimentellen Hunde-Modell bestätigt werden (Gupta et al. 2003). 

Da I1 physiologischerweise als Verstärker der β-adrenergen Stimulation fungiert, indem er 
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in einem durch die PKA phosphorylierten Zustand die PP1 inhibiert, bewirkt die Hinabre-

gulation von I1 in der Herzinsuffizienz folglich ein vermindertes Ansprechen auf β-adr-

energe Stimulation (El-Armouche et al. 2008; El‐Armouche et al. 2007). In einer Studie 

konnten El-Armouche et al. am Tiermodell aufzeigen, dass die Verminderung der Expres-

sion von I1 und die daraus resultierende Desensitisierung der β-adrenergen Signalkaskade 

selbst Folgen der erhöhten β-adrenergen Stimulation darstellen (El‐Armouche et al. 2007). 

Während eine starke Überexpression des I1 im Tiermodell zu einer kardialen Hypertrophie 

sowie einer kontraktilen Dysfunktion führte (El-Armouche et al. 2008), resultierte eine mo-

deratere Überexpression des I1 in einer weiteren Studie in einer Kontraktilitätssteigerung 

(Wittköpper et al. 2010). Eine Erhöhung der I1-Expression oder Steigerung der I1-Aktivität 

könnte somit das Ansprechen auf Katecholamine verbessern und einen positiv inotropen 

Effekt in der Herzinsuffizienz erzielen. Jedoch konnte auch gezeigt werden, dass eine Über-

expression von I1 von einer erhöhten Bereitschaft zur Entwicklung einer Katecholamin-

induzierten kardialen Dysfunktion begleitet ist (Wittköpper et al. 2010). Molekular waren 

diese Änderungen unter anderem auf eine vermehrte Phosphorylierung der RyR2 an der 

CaMKII-Position Serin 2815 sowie an PLB an Position Serin 16 zurückzuführen. Hierbei 

zeigte sich funktionell ein erhöhtes SR-Ca2+-Leck bei unverändertem SR-Ca2+-Gehalt 

(Wittköpper et al. 2010). Auf der anderen Seite konnten El-Armouche et al. jedoch zeigen, 

dass ein Knock-Out von I1 vor dem Auftreten letaler Katecholamin-induzierter Arrhythmien 

schützt, ohne sich dabei negativ auf die maximale Kontraktilität, die Herzstruktur oder die 

Lebenserwartung der in dem Tiermodell verwendeten Versuchstiere auszuwirken (El-

Armouche et al. 2008). Auf molekularer Ebene resultierte das Fehlen von Inhibitor-1 dabei 

in einer verminderten Phosphorylierung der RyR2 an Position Serin 2815 sowie des Phos-

pholambans an Position Serin 16 (El-Armouche et al. 2008). Somit erscheint ebenfalls die 

Verminderung der I1-Expression oder der I1-Aktivität positive Auswirkungen in der Herz-

insuffizienz zu haben und als möglicher Mechanismus für zukünftige therapeutische Ansätze 

in Frage zu kommen. Eine weitere zeitlich vorausgehende Studie offenbarte hingegen keine 

negativen Auswirkungen auf die kardiale Funktion nach Überexpression von I1 und stellte 

die Überexpression von I1 als möglichen pharmakologischen Ansatzpunkt zur Therapie der 

Herzinsuffizienz dar (Pathak et al. 2005). 

Entgegen der gut verstandenen Rolle der Proteinkinasen ist somit bislang nur wenig über 

den Beitrag der Phosphatasen an der Transition von der humanen kardialen Hypertrophie 

zur terminalen Herzinsuffizienz bekannt (Weber et al. 2015). Diese Arbeit knüpft hier an 

und soll dabei helfen, die genauen Mechanismen der Regulation des kardialen Ca2+-Stoff-

wechsels mittels Proteinphosphorylierung und -dephosphorylierung auf funktioneller Ebene 

weiter zu verstehen. 

Eine zusammenfassende, schematisch vereinfachte Veranschaulichung der Regulation der 

elektromechanischen Kopplung durch Proteinkinasen und PP in gesundem Myokard sowie 

der bisher bekannten Regulationsmechanismen in der Herzinsuffizienz findet sich in Abbil-

dung 5.  
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Regulation der elektromechanischen Kopplung durch Proteinkina-
sen und PP in A: gesundem Myokard und B: der Herzinsuffizienz (in Anlehnung an Donald M. Bers 2002)  
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1.7 Pathophysiologische Grundlagen der Arrhythmieentstehung 

Die physiologische Herzaktion ist durch eine rhythmisierte Abfolge von Kontraktion und 

Relaxation gekennzeichnet. Als Herzrhythmusstörungen werden Störungen der normalen 

rhythmischen Herzschlagabfolge sowie Abweichungen von der normalen Herzfrequenz  

(60-100 Schläge/min) bezeichnet. Eine Klassifizierung der Herzrhythmusstörungen kann 

anhand ihres Entstehungsortes, der Herzfrequenz, der Gefährlichkeit und der zugrundelie-

genden Ätiologie erfolgen. 

Ursachen der Entstehung von Herzrhythmusstörungen können Störungen der Erregungs-

bildung sowie Störungen der Erregungsleitung sein.  

Ein wichtiger Mechanismus der Erregungsbildungsstörungen ist die sog. getriggerte Aktivi-

tät. Hierbei handelt es sich um Schrittmacheraktivität, welche während eines Aktionspoten-

zials bzw. im Anschluss an ein vorhergehendes Aktionspotenzial durch spontane depolari-

sierende Oszillationen des Membranpotenzials entsteht (Zipes 2003). Die somit entstehen-

den Nachdepolarisationen des Membranpotenzials werden in eine frühe (early afterdepolariza-

tion = frühe Nachdepolarisationen, EAD) sowie eine späte Form (delayed afterdepolarization 

= späte Nachdepolarisationen, DAD) unterteilt. Unter EADs werden depolarisierende Os-

zillationen des Membranpotenzials während der Repolarisationsphase des Aktionspotenzials 

verstanden, welche die Repolarisation unterbrechen und bei Überschreitung des Schwellen-

potenzials Aktionspotenziale und somit eine ektope kardiale Aktivität auslösen können 

(Zipes 2003). Als DADs werden hingegen depolarisierende Oszillationen des Membranpo-

tenzials verstanden, welche im Anschluss an eine vollständige Repolarisation auftreten und 

ebenfalls bei Überschreitung des Schwellenpotenzials Aktionspotenziale auslösen können 

(Zipes 2003).  

Pathophysiologisch spielt bei der Entstehung von EADs und DADs der späte Natriumstrom 

eine wichtige Rolle (Maltsev und Undrovinas 2008; Sossalla und Maier 2012). Dieser trägt 

durch seinen während des gesamten Aktionspotenzials persistierenden depolarisierenden 

Na+-Einwärtsstrom zur Verlängerung der Aktionspotenzialdauer (APD) bei, welche als mit 

ursächlich für die Entstehung von EADs angesehen wird (Maltsev et al. 2007; Shryock et al. 

2013; Song et al. 2008). Zudem gelangen aufgrund der Verlängerung der Aktionspotenzial-

dauer inaktivierte L-Typ-Ca2+-Kanäle vorzeitig in einen aktivierbaren Zustand (January und 

Riddle 1989; Marban et al. 1986). Dies ermöglicht einen Ca2+-Einstrom nach intrazellulär, 

welcher zu einer Ca2+-induzierten Ca2+-Freisetzung aus dem SR führt. Es resultiert eine Ca2+-

Überladung der Kardiomyozyte, welche über die Stimulation des Vorwärtsmodus des NCX 

zu einem Netto-Einwärtsstrom positiver Ladungen und somit zur Depolarisation des Memb-

ranpotenzials und bei Überschreitung des Schwellenpotenzials zur Auslösung eines EADs 

führen kann. Zudem führt der späte Natriumstrom unter bestimmten Bedingungen zu einer 

intrazellulären Na+-Überladung der Kardiomyozyte. Sowohl die Verlängerung der Aktions-

potenzialdauer als auch die intrazelluläre Na+-Überladung führen in der Folge durch Stimu-

lation des Rückwärtsmodus des NCX zu einer Ca2+-Überladung der Kardiomyozyte (Bers 
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2001). Diese bewirkt über eine Ca2+-abhängige Aktivierung der CaMKII eine Steigerung des 

diastolischen SR-Ca2+-Lecks. Die erhöhte diastolische Ca2+-Konzentration kann schließlich 

durch Stimulation des Vorwärtsmodus des NCX zu einem Netto-Einwärtsstrom positiver 

Ladungen (transienter Einwärtsstrom; Ti) führen und somit zur Depolarisation des Memb-

ranpotenzials, welche bei Überschreitung des Schwellenpotenzials DADs auslösen kann 

(Rosen 1983; Song et al. 2008; Voigt et al. 2012). Diese pathophysiologischen Mechanismen 

der Arrhythmieentstehung sind in Abbildung 6 schematisch veranschaulicht.  

 

 

Abbildung 6: Schematische Darstellung A: der Dysregulation der elektromechanischen Kopplung im Rahmen 
der Arrhythmieentstehung. B: des Einflusses des späten Na+-Stroms (INa,late) auf die Aktionspotenzialdauer 
(APD), die CaMKII-Aktivität, das diastolische SR-Ca2+-Leck sowie die durch diese Parameter induzierte Ent-
stehung früher und später Nachdepolarisationen. (in Anlehnung an Mason und Sossalla 2017) 

Da kardiale Arrhythmien oftmals auf dem Boden struktureller Herzerkrankungen wie der 

Herzinsuffizienz entstehen und eine wichtige Ursache des plötzlichen Herztodes darstellen, 

kommt der Erforschung der Entstehungsmechanismen arrhythmischer Ereignisse und der 

Optimierung der Arrhythmietherapie eine große Bedeutung in der Kardiologie zu (Mason 
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und Sossalla 2017). Da zudem ausschließlich das sehr nebenwirkungsreiche Klasse-III-Anti-

arrhythmikum Amiodaron für die Therapie kardialer Arrhythmien bei struktureller Herzer-

krankung mit reduzierter Ejektionsfraktion zur Verfügung steht, ist die Identifikation geeig-

neter Zielstrukturen und Mechanismen für die Entwicklung von weiteren spezifischen und 

nebenwirkungsarmen Behandlungsansätzen essentiell. 

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich diesbezüglich mit den Auswirkungen der Regulation 

der Aktivität spezifischer kardialer Phosphatasen auf die Induktion fluoreszenzmikrosko-

pisch detektierbarer zellulärer arrhythmischer Ereignisse durch das diastolische SR-Ca2+-

Leck und untersucht, inwiefern eine Modulation der kardialen Phosphatase-Aktivität als the-

rapeutische Option geeignet ist. 

1.8 Pharmakologische Ansatzpunkte zur Modulation der Protein-

Phosphatase 1 (PP1)-Aktivität 

Wie zuvor aufgezeigt, konnten in den vergangenen Jahren die allgemeinen Funktionen und 

molekularen Mechanismen der verschiedenen kardialen PP zunehmend verstanden werden 

(Heijman et al. 2013; Weber et al. 2015). Diese Arbeit konzentriert sich vor allem auf die 

Modulation der PP1-Aktivität, da diese mutmaßlich eine bedeutende Rolle bei der Regulation 

des kardialen Ca2+-Stoffwechsels spielt. Diese PP interagiert, wie in Kapitel 1.5.1 beschrie-

ben, über die mehr als 200 verschiedenen Phosphatase-Interacting-Proteins mit den entsprechen-

den Substraten (Chatterjee et al. 2012; Cohen 2002; Weber et al. 2015). Durch die variable 

Enzym-Substrat-Spezifität der PP1 stellt die Findung möglicher Mechanismen zur gezielten 

Modulation ihrer Aktivität eine besondere Herausforderung dar (Chatterjee et al. 2012; 

Cohen 2002; De Munter et al. 2013; Weber et al. 2015). Während die Inhibition kardialer 

Proteinkinasen bereits einen etablierten pharmakologischen Mechanismus darstellt, welcher 

in der Forschung im Rahmen grundlagenwissenschaftlicher funktioneller Studien eine An-

wendung findet, existierte bis zum Jahr 2012 noch keine Möglichkeit einen entsprechenden 

Gegenspieler, namentlich die PP1, direkt und spezifisch in lebenden Zellen zu aktivieren. 

Dies gelang erstmalig im Jahr 2012 der Forschungsgruppe um Frau Dr. Köhn vom EMBL 

Heidelberg (Chatterjee et al. 2012; Chatterjee und Koehn 2013). 

Im Folgenden werden die verschiedenen Ansatzpunkte zur pharmakologischen Inhibition 

sowie der Aktivierung der im Zentrum dieser Arbeit stehenden PP vorgestellt und die ange-

wendeten Methoden tiefergehend betrachtet. 

 Pharmakologische Ansatzpunkte zur Inhibition der Protein-Phosphatase 1 

(PP1) 

Der am weitesten verbreitete Mechanismus zur Inhibition der PP1 ist die direkte Inhibition 

der katalytischen Untereinheit über eine direkte Blockierung des aktiven Zentrums des En-
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zyms (Chatterjee und Koehn 2013). Durch die hohe strukturelle Verwandtschaft der kataly-

tischen Untereinheit der PP1 mit derjenigen der PP2A, ist jedoch die Synthese spezifischer 

Inhibitoren äußerst anspruchsvoll und weiterhin Forschungsgegenstand in der organischen 

Chemie (Chatterjee und Koehn 2013; Cho und Xu 2007). Daher werden zur direkten Inhi-

bition der katalytischen Untereinheit aktuell hauptsächlich natürlich vorkommende, Phos-

phatase-unspezifische Toxine verwendet (Chatterjee und Koehn 2013; Swingle et al. 2007). 

Hierzu zählen neben dem in dieser Arbeit verwendeten Okadaic Acid (= Okadasäure) auch 

Calyculin A, Tautomycin, Microcystin-LR, Cantharidin und Nodularin (Chatterjee und 

Koehn 2013; Swingle et al. 2007). Da folglich neben der direkten Inhibition der PP1 auch 

weitere PP in ihrer Aktivität von den genannten Toxinen beeinflusst werden, führt beispiels-

weise eine Applikation von Okadaic Acid auch zu einer Inhibition der PP2A, PP4, PP5 sowie 

PP6 (Swingle et al. 2007). Zusätzlich lösen die Substanzen aufgrund der verschiedenen funk-

tionellen Rollen der Phosphatasen in unterschiedlichen Stoffwechselprozessen auch plei-

otrope Effekte aus (Chatterjee und Koehn 2013). 

Darüber hinaus existieren mit den endogenen regulatorischen Proteinen I1 sowie I2 auch 

natürliche selektive Inhibitoren der katalytischen Untereinheit der PP1. Der tatsächliche Ein-

satz dieser Inhibitoren in funktionellen Messungen oder im Rahmen von Pharmakotherapien 

ist allerdings aufgrund ihrer Größe, der geringen Verfügbarkeit, der niedriger Stabilität sowie 

der geringen zellulären Permeabilität der Proteine stark begrenzt (Chatterjee und Koehn 

2013). 

Neben der direkten Inhibition der katalytischen Untereinheit ist eine Inhibition der PP1 auch 

auf indirektem Weg möglich. Diese kann durch die Blockierung der Bindungsstelle der akti-

vierenden regulatorischen Untereinheiten an der PP1 sowie durch die direkte Bindung eines 

Peptids oder small molecule (= Stoff mit niedriger Molekülmasse) an die regulatorischen Un-

tereinheiten erfolgen (Chatterjee und Koehn 2013). Eine schematische Darstellung dieser 

Prozesse findet sich in Abbildung 7. 
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Abbildung 7: Pharmakologische Ansatzpunkte zur Inhibition der Protein-Phosphatase 1 (PP1). (1) Direkte 
Blockierung des aktiven Zentrums der katalytischen Untereinheit der PP1. (2) Indirekte Inhibition der PP1 
über Blockierung der Bindungsstelle der aktivierenden regulatorischen Untereinheiten an der PP1. (3) Indirekte 
Inhibition der PP1 über die Blockierung der regulatorischen Untereinheit. (modifiziert nach Chatterjee und 
Koehn 2013 mit freundlicher Genehmigung von Elsevier)  

 Pharmakologische Ansatzpunkte zur Aktivierung der Protein-Phosphatase 1 

(PP1) 

Die Möglichkeit zur pharmakologischen Aktivierung der PP1 ist erst seit wenigen Jahren 

gegeben und stellt einen wissenschaftlichen Durchbruch in der Peptidchemie dar (Chatterjee 

et al. 2012). Über 90 % der zuvor beschriebenen PIPs enthalten ein als sogenanntes RVxF-

Motiv (einbuchstabiger Aminosäuren-Code, x= jede beliebige Aminosäure) bezeichnetes 

Bindungsmotiv für die PP1 (Chatterjee und Koehn 2013). Durch eine selektive Blockierung 

der RVxF-Motiv-Bindestelle an der PP1 über ein RVxF-Motiv tragendes Peptid oder small 

molecule, also einen RVxF-Mimetikum, kann die Bildung von Holoenzymen, bestehend aus 

der PP1 sowie den inhibierenden PIPs verhindert werden (Chatterjee et al. 2012; Chatterjee 

und Koehn 2013; Tappan und Chamberlin 2008). Dieser Vorgang resultiert in einer verstärk-

ten enzymatischen Aktivität der PP1 in vitro (Tappan und Chamberlin 2008) und ist sche-

matisch in Abbildung 8 dargestellt. Im Jahr 2012 konnte die Forschungsgruppe um Frau Dr. 

M. Köhn erstmals ein proteolytisch stabiles und zellpermeables RVxF-Motiv-tragendes Pep-

tid synthetisieren, welches auch die PP1-Aktivität in lebenden Zellen erhöhte (Chatterjee et 

al. 2012). Dieses Peptid, das sogenannte PP1-Disrupting Peptide 3 (= PP1-aktivierendes Peptid 

3, PDP3) wurde auch im Rahmen dieser Arbeit zur Aktivierung der PP1-Aktivität verwendet. 
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Abbildung 8: Pharmakologische Ansatzpunkte zur Aktivierung der Protein-Phosphatase 1 (PP1). Das RVxF-
Mimetikum (= Aktivator) bricht einen Teil der PP1:PIP-Komplexe auf und generiert einen zellulären Pool mit 
PP1:Aktivator-Komplexen, welche effektiv Substrate der PP1 dephosphorylieren. Die Dephosphorylierung der 
PP1 an Position Thr320ph resultiert hierbei in einer weiteren Autoaktivierung der PP1 (Chatterjee et al. 2012). 
(modifiziert nach Chatterjee und Koehn 2013 mit freundlicher Genehmigung von Elsevier)  
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1.9 Zielsetzungen und Fragestellungen der Dissertation 

Diese Arbeit untersucht die Rolle der kardialen Protein-Phosphatasen PP1 und PP2A im 

Rahmen der Dysregulation des Ca2+-Stoffwechsels in der menschlichen Herzerkrankung und 

soll aufzeigen, inwiefern eine pharmakologische Modulation der kardialen Phosphatase-Ak-

tivität als Ansatzpunkt für die Entwicklung spezifischer antiarrhythmischer Therapien in 

Frage kommt. 

Ziele der Arbeit sind: 

 

1) die Evaluation der Auswirkungen einer Inhibition der PP1 und PP2A auf das dias-

tolische SR-Ca2+-Leck und die damit verbundene zelluläre Arrhythmieneigung so-

wohl in der kardialen Hypertrophie mit erhaltener linksventrikulärer Ejektionsfrak-

tion als auch der terminalen Herzinsuffizienz. 

 

2) die Evaluation der Auswirkungen einer Inhibition der PP1 und PP2A auf die SR-

Ca2+-Freisetzungs-Kinetik und den SR-Ca2+-Gehalt sowohl in der kardialen Hyper-

trophie mit erhaltener linksventrikulärer Ejektionsfraktion als auch der terminalen 

Herzinsuffizienz. 

 

3) die Evaluation der Auswirkungen einer selektiven Aktivierung der PP1 auf das dias-

tolische SR-Ca2+-Leck und die damit verbundene zelluläre Arrhythmieneigung in der 

terminalen Herzinsuffizienz. 

 

4) die Evaluation der Auswirkungen einer selektiven Aktivierung der PP1 auf die SR-
Ca2+-Freisetzungs-Kinetik und den SR-Ca2+-Gehalt in der terminalen Herzinsuffizi-
enz.  
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 Material und Methoden 

2.1 Probengewinnung von humanem Ventrikelmyokard 

Die Beschaffung von frischen humanen Ventrikelmyokardproben von herzinsuffizienten 

Patienten wurde durch eine Kooperation zwischen Herrn Prof. Dr. med. S. T. Sossalla und 

Herrn PD Dr. med. T. H. Fischer aus dem Labor für zelluläre Elektrophysiologie am Herz-

zentrum der Universitätsmedizin Göttingen sowie Herrn Prof. Dr. med. J. Gummert aus der 

Abteilung für Thorax-, Herz- und Gefäßchirurgie am Herz- und Diabeteszentrum Nord-

rheinwestfalen in Bad Oeynhausen ermöglicht. Das Patientenkollektiv beschränkte sich auf 

Patienten, die an einer dilatativen oder einer ischämischen Kardiomyopathie litten und im 

Rahmen einer notwendigen allogenen Herztransplantation ein Spenderherz transplantiert 

bekamen. Die entnommenen Myokardproben stammten folglich von terminal insuffizienten 

Herzen (NYHA IV) mit einer EF von <30 %. Die explantierten, konservierten Herzen bzw. 

Teilproben wurden unter Kühlung in Custodiol® (Dr. Franz Köhler Chemie GmbH, CH.-

B. 0933411) unverzüglich nach Göttingen transportiert und dort zur Isolation linksventriku-

lärer Kardiomyozyten für anschließende mikroskopische Experimente verwendet. Eine 

kleine Gewebeprobe jedes Herzens wurde für noch ausstehende molekularbiologische Me-

thoden wie Western Blots in Bad Oeynhausen direkt nach der Organentnahme in flüssigem 

Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C eingelagert. 

Eine Kooperation mit der Abteilung für Thorax-, Herz- und Gefäßchirurgie der Universi-

tätsmedizin Göttingen ermöglichte die Beschaffung von linksventrikulären Myokardproben 

von Patienten mit kardialer Hypertrophie und erhaltener linksventrikulärer EF (>50 %). Die-

ses Gewebe wurde Patienten mit hochgradiger Aortenklappenstenose während sog. Aorten-

klappenersatz-Operationen aus dem Ventrikelseptum entnommen, falls das dortige Gewebe 

den Ausflusstrakt einengte und den Einbau der neuen Klappe erschwerte. Das Gewebe 

wurde direkt nach Entnahme unter Kühlung in Custodiol® gelagert. Im Anschluss an die 

Entnahme von Gefrierproben, nach dem zuvor beschriebenen Verfahren, wurde auch dieses 

Gewebe zur Isolation linksventrikulärer Kardiomyozyten für mikroskopische Experimente 

verwendet. 

Ein Einverständnis der Patienten sowie ein positives Votum der Ethikkommission lagen 

stets vor. 
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2.2 Isolation humaner linksventrikulärer Kardiomyozyten 

 Lösungen und Substanzen 

Tabelle 1: Isolationslösungen 

Lösung Substanzen Hersteller Lot 
Masse bzw. 
Volumen 

Verdaulösung 1 Joklik-MEM Applichem® 1539-1/16 20 ml 
 Kollagenase Typ 2 Worthington Biochem® 41C12591 15-25 mg 
 Trypsin 2,5 % Gibco® 1533234 0,7-1,2 ml 

Verdaulösung 2 Joklik-MEM Applichem® 1539-1/16 40 ml 
 Kollagenase Typ 2 Worthington Biochem® 41C12591 35-45 mg 
Stopplösung Joklik-MEM Applichem® 1539-1/16 9 ml 
 Bovines Kalbsserum HyClone® AYG168765 1 ml 

 Isolationsprotokoll 

Die Isolation humaner ventrikulärer Kardiomyozyten erfolgte nach dem etablierten Isolati-

onsprotokoll unserer Arbeitsgruppe (vgl. Fluschnik 2011). Für die Isolation einzelner Kardi-

omyozyten aus dem insuffizienten Probenherz wurde ein etwa 4x4x2 cm großes Gewebe-

stück aus dem linken Ventrikel mittels Skalpell herauspräpariert. Anschließend wurde dieses 

Stück in eine saubere Präparierschale in frisches, gekühltes Joklik-MEM (Joklik-MEM mo-

difiziert für Spinner-Kulturen, Applichem®, Lot.-Nr. 1539-1/16) überführt. Die Präparier-

schale wurde dabei durch einen unterliegenden Kühlakku gekühlt. Danach wurde das Gewe-

bestück mit Hilfe von zwei Kanülen fixiert und zunächst mittels einer Präparierschere das 

Myokard vom Epikard getrennt sowie überschüssige Fett- und Bindegewebsreste entfernt. 

Im Anschluss wurde das Myokardstück mit einer sehr feinen Präparierschere in 1x1 mm 

große Gewebestücke zerschnitten und diese mit einer weitlumigen Pipette in ein 50 ml Fal-

con überführt. Bei den Probenstücken, die bei Aortenklappenersatz-Operationen anfielen, 

wurde gleichermaßen verfahren. Im nächsten Schritt wurde der Überstand aus dem Falcon 

mit den Gewebestücken mittels einer Pipette abgenommen und es erfolgte eine dreimalige 

Waschung mit 20 ml Joklik-MEM-Lösung. Je nach Gewebebeschaffenheit wurden 0,7-

1,2 ml Trypsin und 15-25 mg Kollagenase Typ 2 mit 250 U/mg in 20 ml Joklik-MEM gelöst. 

Diese Lösung wird im Folgenden als Verdaulösung 1 bezeichnet. Die Gewebestücke in dem 

50 ml Falcon wurden nun mit 20 ml der Verdaulösung 1 resuspendiert und anschließend die 

gesamte Lösung mit einer Pipette vorsichtig in eine auf 37,8 °C vorgeheizte Isolationsflasche 

überführt, um unter konstantem Rühren für 45 Min. verdaut zu werden. Während dieser 

Verdauzeit erfolgte das Ansetzen der zweiten Verdaulösung, welche im Folgenden als Ver-

daulösung 2 bezeichnet wird. Diese wurde ebenfalls abhängig von der Gewebebeschaffen-

heit in ihrer Konzentration (35-45 mg Kollagenase Typ 2 auf 40 ml Joklik-MEM) variiert. 

Im Anschluss an diese erste 45-minütige Verdauphase wurde der Inhalt der Isolationsflasche 

vorsichtig in ein 50 ml Falcon überführt und, nach Absinken aller größeren Gewebebestand-

teile und Ausbildung eines Pellets, der Überstand mittels einer 25 ml Pipette abgenommen 
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und verworfen. Das Pellet wurde nun mit 10 ml der Verdaulösung 2 resuspendiert und wie-

der in die Isolationsflasche überführt, wo ein weiterer Verdau unter konstantem Rühren 

stattfand. Nach 10 Min. wurde die Lösung abermals in den 50 ml Falcon überführt. Nach 

Ausbildung eines Pellets wurde der Überstand mit einer 25 ml Pipette abgenommen und in 

ein 15 ml Falcon überführt. Anschließend wurde dieses Falcon für 5 Min. bei 700 Umdre-

hungen/Min. (Rotofix 32, Hettich Zentrifugen) zentrifugiert. Der Überstand wurde abge-

nommen und das entstandene Pellet mit 1-5 ml Stopplösung, bestehend aus 9 ml Joklik-

MEM sowie 1 ml Bovines Kalbserum (HyClone®, Lot. Nr. AYG168765), resuspendiert. Die 

beschriebenen Verdauschritte wurden mit der Verdaulösung 2 vier- bis sechsmal fortgesetzt. 

Dazu wurden erneut 10 ml Verdaulösung 2 zu dem in der vorherigen Verdauphase entstan-

denen Pellet hinzugefügt und diese Lösung wieder in die Isolierflasche überführt. Zur Beur-

teilung von Zellqualität und -quantität wurde ein binokulares Inversmikroskop (Motic AE 

20, Motic®) verwendet. Die Selektion qualitativ hochwertiger Kardiomyozyten für die Kon-

fokal- sowie Epifluoreszenzmikroskopie erfolgte anhand der Kriterien des Vorhandenseins 

einer deutlichen Querstreifung, einer rechteckigen Zellform sowie wenigen zellulären Gra-

nulationen. Eine Fotografie einer beispielhaften Zelle findet sich in Abbildung 9. 

 

 

Abbildung 9: Fotografie einer frisch isolierten humanen linksventrikulären Kardiomyozyte (Axio Vert.A1 in-
vers Mikroskop, Carl Zeiss AG; 40x-Objektiv) 
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2.3 Lösungen für die intrazellulären Ca2+-Messungen mittels 

Konfokal- und Epifluoreszenzmikroskopie 

 HEPES-Tyrode (N-(2-Hydroxyethyl)Piperazin-N´-2-Ethansulfonsäure) 

Die HEPES-Tyrode kam als Versuchslösung in der Konfokal- sowie in der Epifluoreszenz-

mikroskopie zum Einsatz. Sie enthielt folgende Inhaltsstoffe in den in Tabelle 2 angegebenen 

Mengen und Konzentrationen. 

Tabelle 2: HEPES-Tyrode 

Substanz 
Molekulargewicht 
in g/mol 

Konzentration 
in mmol/l 

Masse in g/l 
1x-Tyrode 10x-Stock 

NaCl 58,45 136,00 7,948 79,48 

KCl 74,55 4,00 0,298 2,98 
NaH2PO4 137,99 0,33 0,046 0,46 

NaHCO3 84,01 4,00 0,336 3,36 

MgCl2 95,22 1,60 0,152 1,52 
HEPES 238,31 10,00 2,383 23,83 

Glucose 180,16 10,00 1,802 - 

 

Die Lösung wurde zunächst mit einem Liter zweifach destilliertem (bidestilliertem) Wasser 

(ddH2O) als 10x-Stock angesetzt und bei Raumtemperatur (RT) mit Natriumhydroxid 

(NaOH) auf einen pH-Wert von 7,4 titriert. Um die 1x-Tyrode für die Experimente zu er-

halten, wurden 100 ml der 10x-Stock-Lösung mit 900 ml ddH2O angesetzt und 1,8 g Glu-

cose hinzugefügt. Anschließend wurde auch bei der 1x-Tyrode der pH-Wert mit NaOH auf 

einen Wert von 7,4 titriert. Die erhaltene Menge von einem Liter 1x-Tyrode wurde dann bei 

5 °C im Kühlschrank gelagert und für Versuche in einem Zeitraum von etwa zwei Wochen 

verwendet. Für die verschiedenen Experimente wurden vier Lösungen angesetzt, deren Basis 

die 1x-HEPES-Tyrode darstellte. 

Tabelle 3: Versuchs-Tyroden 

Lösungen 
HEPES-
Tyrode 
in ml 

CaCl2 

in mmol/l 

Iso-
proterenol 
in mol/l 

Okadaic 
Acid 
in nmol/l 

PDP3m 
in µmol/l 

PDP3 
in µmol/l 

DMSO 
in µl 

Kontrolle 50,0 1 10-8 - - - 50 

Okadaic Acid 50,0 1 10-8 100 - - - 
PDP3m 2,5 1 10-8 - 25 - - 
PDP3 2,5 1 10-8 - - 25 - 

 

Die in Tabelle 3 abgebildeten Versuchs-Tyroden der Kontroll- sowie der Okadaic Acid-

Gruppe wurde für die Superfusion von Kardiomyozyten sowohl in der Konfokal- als auch 

in der Epifluoreszenzmikroskopie verwendet. Da Okadaic Acid in Dimethylsulfoxid (DMSO) 

gelöst war, wurde, um systemische Effekte des DMSO auszuschließen, das gleiche Volumen 

an DMSO (50 ml) auch der Kontrolle beigefügt. Die dargestellten Versuchs-Tyroden der 
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PDP3m- sowie der PDP3-Gruppe wurden aufgrund der limitierten Verfügbarkeit der jewei-

ligen Substanzen in einem System mit Mediumaustausch zur Inkubation von Kardiomyozy-

ten verwendet. Je nach Versuchsgruppe wurde die entsprechende Versuchs-Tyrode einge-

setzt. 

 Fluo-3 AM 

Im Rahmen der Konfokalmikroskopie wurde der nicht-ratiometrische Ca2+-Fluoreszenz-

farbstoff Fluo-3-Acetoxymethylester (Fluo-3 AM, Molecular Probes™, Lot.-Nr. 1182524) 

verwendet. Dieser wurde zunächst mit DMSO zu einem Stock (1 mM) angesetzt, welcher 

bei -20 °C eingefroren wurde und über einen längeren Zeitraum zur Herstellung der Mess-

farbstofflösung verwendet wurde. 

Tabelle 4: Fluo-3 AM 

Farbstoffstock Fluo-3 AM 1 mM in 885 µl DMSO gelöst, 
 (1 mg)  Lagerung bei -20 °C 
    

Messfarbstofflösung Fluo-3 AM Stock 1 µM in 5 ml 1 mM CaCl2 HEPES-Tyrode 
 (50 µl)  lichtgeschützt bei RT gelöst, 
 Pluronic Acid 200 mg/ml Lagerung bei -20 °C 
 (5 µl)   

 

Die fertig angesetzte Messfarbstofflösung wurde in Volumina à 200 µl in lichtdichte Eppen-

dorf-Tubes® aufgeteilt und diese bei Bedarf aus der Lagerung bei -20 °C entnommen. 

 Fura-2 AM 

Bei Messungen in der Epifluoreszenzmikroskopie wurde der ratiometrische Ca2+-Fluores-

zenzfarbstoff Fura-2 AM (Molecular Probes™, Lot.-Nr. 1466635) verwendet. Dieser wurde 

vor jeder Messung frisch angesetzt. Dazu wurde zunächst ein Stock (1 mM) angesetzt, aus 

welchem dann die Messfarbstofflösung hergestellt wurde. 

Tabelle 5: Fura-2 AM 

Farbstoffstock Fura-2 AM 1 mM in 44,4 µl DMSO gelöst, 
 (50 µg)  Lagerung bei -20 °C 
    
Messfarbstofflösung Fura-2 AM Stock 1 µM in 500 µl 1 mM CaCl2 HEPES-Tyrode 
 (5 µl)  lichtgeschützt bei RT gelöst, 
 Pluronic Acid 200 mg/ml Lagerung bei -20 °C 
 (1 µl)   

 

Die fertig angesetzte Messfarbstofflösung wurde in Volumina à 500 µl in lichtdichte Eppen-

dorf-Tubes® aufgeteilt, wovon später bei den Messungen jeweils 250 µl pro Messkammer 

verwendet wurden. 
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 Koffein-Tyrode 

Im Rahmen der Ca2+-Transienten-Messungen am Epifluoreszenzmikroskop wurde eine 

Koffein-Tyrode verwendet, um durch eine Koffein-getriggerte Öffnung der RyR2 sog. Kof-

fein-Transienten messen zu können, aus denen der SR-Ca2+-Gehalt ermittelt werden konnte. 

Diese Lösung setzte sich, wie in Tabelle 6 beschrieben, zusammen. 

Tabelle 6: Koffein-Tyrode 

Substanz 
Molekulargewicht  
in g/mol 

Konzentration  
in mmol/l 

Masse in g/l 
1x-Tyrode 10x-Stock 

NaCl 58,44 140 8,180 81,82 
KCl 74,56 4 0,298 2,98 

MgCl2 95,21 1 0,095 0,95 
HEPES 238,31 5 1,190 11,92 

Glucose 180,16 10 1,800 - 
Koffein 194,20 10 1,940 - 

 

Die Lösung wurde wie die HEPES-Tyrode zunächst mit 1 Liter ddH2O als 10x-Stock ange-

setzt und bei RT mit NaOH auf einen pH-Wert von 7,4 titriert. Anschließend wurde die 1x-

Koffein-Tyrode für die Experimente aus 100 ml der 10x-Stock-Lösung und 900 ml ddH2O 

angesetzt sowie 1,8 g Glucose und 1,94 g Koffein hinzugefügt. Der pH-Wert wurde mit 

NaOH auf einen Wert von 7,4 titriert. Die erhaltene Menge von 1 Liter 1x-Koffein-Tyrode 

wurde dann bei 5 °C im Kühlschrank gelagert und für Versuche in einem Zeitraum von etwa 

vier Wochen verwendet. 

2.4 Ca2+-Fluoreszenzfarbstoffe 

 Der Fluoreszenzfarbstoff Fluo-3 AM 

Zur Messung von spontanen Ca2+-Freisetzungen aus dem SR über die RyR2, den sog. Ca2+-

Sparks, wurde der nicht-ratiometrische Ca2+-Fluoreszenzfarbstoff Fluo-3 AM verwendet 

(Molecular Probes™, Lot.-Nr. 1182524) (Kao et al. 1989; Minta et al. 1989). Die Struktur-

formel sowie das Exzitations- und Emissionsspektrum von Fluo-3 AM im Ca2+-gebundenen 

Zustand sind in Abbildung 10 dargestellt.  
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A B 

 

Ca2+-gebundener Zustand 

 

Abbildung 10: Darstellung der A: Fluo-3 AM-Strukturformel sowie des B: Fluoreszenz Exzitations- und Emis-
sionsspektrums von Fluo-3 AM im Ca2+-gebundenen Zustand (modifiziert nach https:// 
www.thermofisher.com/order/catalog/product/F14218, Zugriff am 17.04.2016) 

Der nicht-ratiometrische Ca2+-Fluoreszenzfarbstoff Fluo-3 AM kann Veränderungen der in-

trazellulären Ca2+-Konzentration anzeigen, indem er nach selektiver Bindung an freies Ca2+ 

zu einer 40-fachen Erhöhung der Fluoreszenzintensität führt (Abbildung 11, 3). Dabei än-

dern sich jedoch nicht die Absorptions- und Emissionsmaxima des Farbstoffs (Minta et al. 

1989). Der Farbstoff Fluo-3 AM funktioniert nach folgendem Prinzip (Fluschnik 2011; 

Minta et al. 1989): das Fluo-3 wird zunächst in Form des Pentaacetoxymethylesters in eine 

Zellsuspension appliziert (Abbildung 11, 1). Dieser kann aufgrund seiner lipophilen Eigen-

schaften entlang seines Konzentrationsgradienten über die Zellmembran in die Kardiomy-

ozyte diffundieren. Intrazelluläre Esterasen spalten das Molekül hydrolytisch in den polaren 

Farbstoff Fluo-3 und Acetoxymethyl (Abbildung 11, 2). Dadurch verliert der Farbstoff seine 

lipophilen Eigenschaften und folglich seine Membranpermeabilität. Durch den intrazellulä-

ren Abbau des Fluo-3 AM entsteht ein Konzentrationsgradient, nach dem stetig weiterer 

Farbstoff in die Zelle diffundiert und es zur intrazellulären Anreicherung kommt. Der Fluo-

reszenzeffekt des nun intrazellulären Farbstoffs gehorcht der sog. Stokes´schen Verschie-

bung (Stokes Shift), welche von Sir George Gabriel Stokes im Jahr 1852 erstmalig beschreiben 

wurde (Lakowicz 1999).  

 Stokes´sche Verschiebung:   λs =  |λex  −  λem|  

 Energiedifferenz:   𝛥𝐸 = ℎ 𝑥 𝑐 (
1

𝜆𝑒𝑥
−

1

𝜆𝑒𝑚
)  

Formel 1 & 2: Stokes´sche Verschiebung & Energiedifferenz, λs:Wellenverschiebung nach Stokes, λex: Exzita-

tionswellenlänge, λem: Emissionswellenlänge, Δ𝐸: Energiedifferenz, h: Plancksches Wirkungsquantum 6,63 x 
10-34 Js, c: Lichtgeschwindigkeit 

Fluo-3 wird zunächst mit einer Wellenlänge von 488 nm angeregt (Abbildung 11, 4). Durch 

die dabei stattfindende Absorption der Photonen resultiert ein kurzzeitiger Transfer der 

Elektronen in ein höheres Orbital. Dieser energiereiche aber instabile Zustand wird durch 

den spontanen Retransfer der Elektronen auf ihr ursprüngliches Energieniveau aufgehoben. 

Die hierbei freiwerdende Energie ΔE wird unter anderem in Form von Lichtemission frei, 

welche im Vergleich zur Exzitation in den langwelligeren und somit energieärmeren Bereich 

verschoben ist (505 nm) (Abbildung 10, B; Abbildung 11, 5). Die restliche freiwerdende 



2 Material und Methoden 31 

Energie geht in Form von thermischer Energie sowie Vibrationsenergie verloren. Die sog. 

Stokes´sche Verschiebung bezeichnet hierbei die Entstehung einer Differenz zwischen der 

Exzitations- (λex) und Emissionswellenlänge (λem) von ca. 20-50 nm (Lichtman und 

Conchello 2005). 

 

Abbildung 11: Schematische Darstellung des Wirkungsprinzips des nicht-ratiometrischen Ca2+-Fluoreszenz-
farbstoffs Fluo-3 AM (Fluschnik 2011) 

 Der Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 AM 

Im Rahmen von Messungen in der Epifluoreszenzmikroskopie wurde in dieser Arbeit der 

ratiometrische Ca2+-Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 AM (Molecular Probes™, Lot.-Nr. 

1466635) verwendet. Die Strukturformel sowie das Exzitations- und Emissionsspektrum 

von Fura-2 AM im Ca2+-ungebundenen sowie Ca2+-gebundenen Zustand sind in Abbildung 

12 dargestellt.  
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A B 

 

Ca2+-ungebundener Zustand 

 

 Ca2+-gebundener Zustand 

 

Abbildung 12: Darstellung der A: Fura-2 AM-Strukturformel sowie des B: Fluoreszenz Exzitations- und Emis-
sionsspektrums von Fura-2 AM im Ca2+-ungebundenen und Ca2+-gebundenen Zustand (modifiziert nach 
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/F1221, Zugriff am 17.04.2016) 

Ratiometrische Ca2+-Fluoreszenzfarbstoffe zeichnen sich durch die Eigenschaft aus, bei zwei 

verschiedenen Wellenlängen Licht absorbieren und emittieren zu können (Grynkiewicz et al. 

1985), wobei das Absorptionsmaximum des Farbstoffes von der Ca2+-Bindung beeinflusst 

wird. Dadurch ist es möglich, ein Verhältnis der beiden Intensitäten zu bilden, welches im 

Verlauf der Messung stets konstant bleibt, da beide Intensitäten gleichermaßen durch Arte-

fakte, wie Bleichvorgänge, variierende Farbstoffkonzentrationen und Farbstoffverluste wäh-

rend der Messung beeinflusst werden (Barreto-Chang und Dolmetsch 2009). Besonders ge-

eignet sind ratiometrische Ca2+-Fluoreszenzfarbstoffe daher für semiquantitative Messungen 

von intrazellulären Ca2+-Konzentrationen über einen längeren Zeitraum. Der Zusammen-

hang zwischen dem Verhältnis der Fluoreszenzsignale und der intrazellulären Ca2+-Konzent-

ration ([Ca2+]i) wurde durch folgende Formel erstmalig beschrieben (Grynkiewicz et al. 1985): 

 
[𝐶𝑎2+]𝑖 = 𝐾𝑑 ⋅

𝑅 − 𝑅𝑚𝑖𝑛

𝑅𝑚𝑎𝑥 − 𝑅
⋅

𝑆𝑓2

𝑆𝑏2
  

Formel 3: Zusammenhang zwischen dem Verhältnis der Fluoreszenzsignale und der intrazellulären Ca2+-Kon-
zentrationen [Ca2+]i 
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Tabelle 7: Beschreibung der mathematischen Parameter aus Formel 3 (modifiziert nach Grynkiewicz et al. 1985; 
Kohlhaas 2007) 

R 
berechneter Ratiowert der aufgenommenen Fluoreszenzintensität  
(für Fura-2 bei λEx= 340 nm/380 nm)  

Rmin 
Ratiowert der Fluoreszenzintensitäten (λEx= 340 nm/380 nm)  
im Ca2+-ungebundenen Zustand 

Rmax 
Ratiowert der Fluoreszenzintensitäten (λEx= 340 nm/380 nm)  
im Ca2+-gesättigten Zustand 

Kd Dissoziationskonstante des Farbstoffs 

Sf2 
Fluoreszenzintensität bei Anregung mit der im Nenner stehenden Wellenlänge 
(380 nm) im Ca2+-ungebundenen Zustand 

Sb2 
Fluoreszenzintensität bei Anregung mit der im Nenner stehenden Wellenlänge 
(380 nm) im Ca2+-gebundenen Zustand 

 

Die fluoreszenzmikroskopische Anwendung von Fura-2 AM in Kardiomyozyten beruht auf 

einer intrazellulären Chelatkomplexbildung des Farbstoffs mit freiem Ca2+ und einer daraus 

resultierenden Ca2+-abhängigen Verschiebung des Absorptionsmaximums von 380 nm zu 

340 nm, wohingegen das Emissionsmaximum unabhängig von der Ca2+-Konzentration bei 

510 nm konstant bleibt (Grynkiewicz et al. 1985). Während es unter 340 nm Exzitation bei 

Ca2+-Bindung zu einem 3-fachen Anstieg des Fluoreszenzsignals kommt, tritt unter 380 nm 

Exzitation eine 10-fache Abnahme des Fluoreszenzsignals auf (Cobbold und Rink 1987). 

Zur Berechnung der finalen Ca2+-Konzentration wird bei ratiometrischen Farbstoffen 

schließlich der Quotient des Fluoreszenzsignals beider Wellenlängen verwendet (Fura-2-Ra-

tio: F340nm/F380nm). 

Fura-2 weist im Vergleich zu anderen Kationen eine besonders hohe Sensitivität für Ca2+ auf. 

Die Dissoziationskonstante (Kd) liegt bei 224 nM (Cobbold und Rink 1987). Somit ist der 

Farbstoff in der Lage, schon bei sehr geringen Ca2+-Konzentration (ab 10 nM) Fluoreszenz-

signale zu emittieren, die über der Eigenfluoreszenz der Zelle liegen. Die maximale zeitliche 

Auflösung der intrazellulären Ca2+-Messungen mittels Fura-2 AM ist durch die Bindungs- 

und Dissoziationskinetik bedingt und beträgt ca. 5 ms (Cobbold und Rink 1987; Jackson et 

al. 1987; Kao und Tsien 1988). Auf die Bestimmung einer eigenen Dissoziationskonstante 

und Kalibrierung des Farbstoffs auf quantitative Ca2+-Werte wurde in dieser Arbeit verzich-

tet. Bei allen epifluoreszenzmikroskopischen Messungen mittels Fura-2 AM wurden aus-

schließlich semiquantitative Daten erhoben, die nur im Vergleich mit der Kontrollgruppe zu 

verstehen sind und dementsprechend ausgewertet wurden. 

Wie bei Fluo-3 AM ist auch bei Fura-2 AM der eigentliche Farbstoff mit einer Acetoxyme-

thyl-Gruppe verestert. Der dadurch entstehende lipophile Charakter verleiht dem Farbstoff 

eine gute Membranpermeabilität und ermöglicht eine Aufnahme in die Kardiomyozyte. Int-

razellulär erfolgt durch endogene Esterasen eine hydrolytische Abspaltung der Acetoxyme-

thyl-Gruppe, sodass der dann lipophobe Farbstoffrest nicht mehr aus der Zelle diffundieren 

kann. 
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Bei Messungen mit Fura-2 AM wurde der Farbstoff durch Licht mit den Wellenlängen 340-

380 nm (UV-A-Licht) angeregt. Dieses kurzwellige Licht kann allerdings durch die dabei 

entstehenden reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zellschädigend wirken und somit auch Aus-

wirkungen auf den Ca2+-Stoffwechsel haben (Gaboriau et al. 1995; Ihrig et al. 1999). Dieser 

Effekt ist besonders dann bedeutsam, wenn die Lichtquellen des Mikroskopsystems im Laufe 

einer Messreihe ausgetauscht werden, da es dann durch unterschiedliche Belichtungsstärken 

zu nicht mehr vergleichbaren Ergebnissen kommen kann (Ihrig et al. 1999). Daher ist an 

dieser Stelle zu betonen, dass während der gesamten Messreihen die Lichtquelle des verwen-

deten Epifluoreszenzmikroskops nicht ausgetauscht wurde. 

2.5 Konfokalmikroskopie 

 Grundlagen der Konfokalmikroskopie 

Die konfokale Laserfluoreszenzmikroskopie stellt ein lichtmikroskopisches Verfahren dar, 

das fluoreszierende Farbstoffe abbildet und sich dadurch auszeichnet, dass durch den geziel-

ten Einsatz spezifischer Lochblenden Licht aus einer bestimmten Fokusebene betrachtet 

werden kann. Das Licht aus anderen Ebenen wird durch die Lochblenden weitestgehend 

ausgeblendet. Da bei der konventionellen Lichtmikroskopie die Auflösung des betrachteten 

Objektes durch die Überlagerung von fokussiertem und unfokussiertem Licht limitiert wird, 

stellt die Konfokalmikroskopie folglich eine Weiterentwicklung dieser Methode dar. Begrün-

det wurde sie im Jahre 1955 von dem US-amerikanischen Forscher Marvin Minsky (Minsky 

1988). 

Angewendet wurde die konfokale Lasermikroskopie (LSM 5 Pascal Laser Module, Carl Zeiss 

AG, Göttingen) im Rahmen dieser Arbeit, um den spontanen diastolischen Ca2+-Verlust des 

SR, das sog. SR-Ca2+-Leck, darzustellen. Detektiert wurden dazu kleine diastolische lokale 

Spitzen der intrazellulären Ca2+-Konzentration, sog. Ca2+-Sparks. Diese entstehen durch 

spontane, nicht stimulierte Öffnungen der in Clustern angeordneten RyR2 (Bers 2001; Cheng 

et al. 1993). Als quantitativ messbare Parameter wurden die Ca2+-Sparks, die innerhalb einer 

definierten Scanzeit in einer bestimmten Zellregion auftraten, verwendet. Außerdem wurden 

zelluläre arrhythmische (arr.) Ereignisse, wie beispielsweise während der Messzeit spontan 

auftretende Kontraktionen der Zelle, Ca2+-Wellen und Ca2+-Wolken, quantifiziert und aus-

gewertet. Des Weiteren wurde die Konfokalmikroskopie im Rahmen dieser Arbeit zur Über-

prüfung der Zellpenetration des Peptides PDP3 verwendet. Eine genaue Beschreibung dieses 

Experimentes findet sich in Kapitel 2.5.4. 

Die Grundsäulen der konfokalen Laserfluoreszenzmikroskopie sind die punktuelle Belich-

tung des abzubildenden Objektes durch Laserlicht mittels sog. Scanning (= Bildzerlegung in 

Pixel) sowie die punktuelle Aufzeichnung des emittierten Lichtsignals der im Fokus liegen-

den Schicht, die durch den Einsatz spezifischer Lochblenden ermöglicht wird (Houpt und 

Draaijer 1989; Kino und Corle 1996). Die mit einem Fluoreszenzfarbstoff angefärbte Probe 
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wird mittels einem über bewegliche Spiegel steuerbaren Laserlicht Punkt für Punkt gerastert 

(Houpt und Draaijer 1989). Dabei entsteht zunächst kein Bild, sondern es werden lediglich 

einzelne Bildpunkte abgebildet, die anschließend zu einem Bild zusammengefügt werden 

müssen. Für diese Darstellungen wurde in der vorliegenden Arbeit der sog. Line-Scan-Modus 

(= Aufzeichnung einzelner Bildzeilen über die Zeit) verwendet. Dabei wird eine bestimmte 

in der Fokusebene liegende Bildzeile, bestehend aus einer definierten Anzahl von Pixeln, in 

einem definierten Zeitraum wiederholt abgebildet und die detektierten Bildpunkte dann zu 

einem zweidimensionalen Bild zusammengefügt. 

Das anregende Laserlicht (488 nm) wird über ein doppeltes Linsensystem und verschiedene 

Spiegel auf das Objekt fokussiert. Durch die besondere Anordnung der Linsen ist der Strah-

lengang sowohl zur Belichtung als auch zur Abbildung identisch, d. h. Anregungs- und De-

tektionsfokus liegen konfokal zueinander (Conchello und Lichtman 2005). Das emittierte 

Licht (505 nm) wird folglich von der Probe entsprechend des Strahlenganges reflektiert und 

durch einen dichroitischen Spiegel, welcher als Strahlteiler fungiert (Trennung von Exzitati-

ons- von Emissionslicht), in Abhängigkeit von seiner Wellenlänge zu einem Detektor geleitet 

(Abbildung 13). Emittiertes Licht, welches nicht aus der Fokusebene stammt, trifft hierbei 

auf die vor dem Detektor befindliche Blende und wird somit ausgeblendet. Dadurch wird 

ausschließlich die sich im Fokus befindliche Schicht dargestellt und es resultieren durch 

Streulichtunterdrückung kontrastreiche Bilder mit hoher lateraler und axialer Auflösung 

(Kino und Corle 1996). Um einen optimalen Kontrast zu erzielen, muss der Lochblenden-

durchmesser idealerweise unendlich klein sein (Wilhelm et al. 2010). Im Versuchsaufbau 

muss allerdings ein Kompromiss zwischen der Belichtungsstärke, die durch den Lochblen-

dendurchmesser variierbar ist, und der resultierenden Kontrastschärfe gefunden werden, um 

eine optimale Darstellung der Fokusebene zu erreichen. 

Das von der Probe ausgehende Emissionslicht wird von einem Photomultiplier (= Photoelekt-

ronenvervielfacher) (Carl Zeiss AG) detektiert. Dieser verstärkt die Intensität des Signals, 

wandelt es in elektrische Spannung um und leitet diese an den Analog-Digital-Wandler (Carl 

Zeiss AG) weiter, welcher die elektrische Spannung in digitale Signale umwandelt, die dann 

von einem Computer verarbeitet werden können. Dabei korreliert die Signalstärke mit der 

Fluoreszenzintensität. Das Signal wird synchronisiert mit der Laser-Anregung aufgezeichnet, 

sodass die Fluoreszenzintensität jeweils einem spezifischen Bildpunkt zugeordnet werden 

kann. 

Für alle Versuche wurde ein Argon-Ion-Laser (RMC 7812Z, Lasos Lasertechnik GmbH) 

verwendet, der Fluo-3 mit einer Wellenlänge von 488 nm anregte. Die daraufhin emittierte 

Fluoreszenz gelangte durch einen Emissionsfilter (505 nm) zum Photomultiplier. Die in dem 

Versuchsaufbau durch die Apparatur definierten Dimensionen jedes Bildpunktes sind 0,075 

x 0,075 x 0,075 µm3. Die Erfassung einzelner Bildpunkte wurde im unidirektionalen Line-

Scan-Modus durchgeführt, wobei nach jeder Aufzeichnung einer Bildzeile ein Rücklauf des 
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Lasers in die Ausgangsposition erfolgte. Somit wurden alle Bildzeilen in derselben Scanrich-

tung aufgezeichnet. Zur Aufzeichnung von 10.000 Bildzeilen (jeweils 512 Pixel) wurden da-

bei 7.680 ms benötigt, welches einer Zeilenfrequenz von circa 1,3 Bildzeilen/ms bzw. 1.302 

Bildzeilen/s entspricht. 

Eine zusammenfassende schematische Darstellung des Strahlengangs der Konfokalmikro-

skopie findet sich in Abbildung 13. 

  

 

 

Abbildung 13: Strahlengang der Konfokalmikroskopie (in Anlehnung an Kino und Corle 1996) 

Das Laserlicht mit einer Wellenlänge von 488 nm (blau) wird zunächst durch eine Linse (1) gebündelt und durch die 

Belichtungslochblende (2) fokussiert. Über eine zweite Linse (3) wird das Exzitationslicht auf das Objektiv (4) gelenkt 

und die darüber befindliche Probe (5) auf dem Objekttisch (6) belichtet. Analog zu diesem Strahlengang wird das 

Licht durch den nicht-ratiometrischen Ca2+-Fluoreszenzfarbstoff der Probe reflektiert (grün) und fällt als langwellige-

res Emissionslicht mit einer Wellenlänge von 505 nm auf den Strahlteiler (7) (dichroitischer Spiegel), der die emit-

tierte kritische Wellenlänge zunächst auf eine weitere Linse (8) und dann auf den Detektor leitet. Die sich vor dem 

Detektor befindende Detektions-Lochblende (9) verhindert den Einfall von Emissionslicht, das nicht aus der Fokus-

ebene stammt. 
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 Versuchsprotokoll zur Messung von Ca2+-Sparks 

Alle Experimente wurden mit dem konfokalen Mikroskop LSM 5 Pascal Laser Module (Carl 

Zeiss AG) unter Verwendung eines 40x-Ölimmersionsobjektives sowie des Ca2+-Fluores-

zenzfarbstoffes Fluo-3 AM durchgeführt. Zunächst wurden 400 µl Lösung frisch isolierter 

linksventrikulärer Kardiomyozyten auf 4 µl Laminin (Sigma®, Lot. Nr. 024M4107V) in einer 

Ion Optix®-Messkammer ausplattiert und 30 Min. bei RT inkubiert. Die Kardiomyozyten 

bewegten sich dabei aufgrund ihrer hohen Masse in der Lösung nach unten und blieben auf 

dem Laminin haften. Die Messkammern mit den Kardiomyozyten wurden anschließend in 

den Dunkelraum transportiert und alle weiteren Schritte dort lichtgeschützt durchgeführt. 

Nach dem Entfernen der überschüssigen Lösung wurden 200 µl Fluo-3 AM appliziert und 

30 Min. bei RT inkubiert. Dabei wurden jeweils 1 µl der pharmakologischen Substanzen, 

entsprechend der Konzentrationen, die auch den jeweiligen Versuchs-Tyroden beigefügt wa-

ren, hinzugefügt, sodass schon während der Farbstoffinkubation die Zellen mit der ge-

wünschten Endkonzentration des Wirkstoffs inkubiert wurden. Nach diesen vorbereitenden 

Schritten wurde die Messkammer mit den nun angefärbten Kardiomyozyten in das Konfo-

kalmikroskop eingespannt.  

Zur Messung von Ca2+-Sparks wurden im Rahmen der Konfokalmikroskopie zwei verschie-

dene Protokolle angewandt. Neben dem standardmäßig verwendeten Superfusions-Proto-

koll (für die Kontroll- und Okadaic Acid-Gruppe) wurde auch mit einem Mediumaustausch-

Protokoll (für die PDP3m- und PDP3-Gruppe) gearbeitet, da die genannten Substanzen nur 

limitiert zugänglich waren. 

Im Superfusions-Protokoll (Abbildung 14) erfolgte vor Beginn des Experiments eine Aus-

waschung des überschüssigen extrazellulär verbliebenen Farbstoffs mittels Superfusion der 

jeweiligen Versuchs-Tyrode bei einer Superfusionsgeschwindigkeit von 30-50 ml/h für 

5 Min. Dabei wurde in der gleichen Geschwindigkeit die überschüssige Flüssigkeit an der 

diagonal gegenüberliegenden Seite der Messkammer durch die Vakuumpumpe Masterflex® 

L/S (Cole Parmer®) abgesaugt, sodass ein kontinuierlicher Austausch des Mediums stattfand. 

Anschließend wurde die Superfusion der Versuchs-Tyrode bei gleichbleibender Geschwin-

digkeit fortgeführt und alle quergestreiften, rechteckigen Zellen mit wenigen Granulationen 

in einem Zeitraum von 25 Min. gemessen. Zeitgleich erfolgte die Farbstoffinkubation der 

nächsten Messkammer, sodass zwischen den einzelnen Versuchsabschnitten ein nahtloser 

Übergang bestand.  

Im Mediumaustausch-Protokoll erfolgte vor Beginn des Experiments eine Auswaschung des 

überschüssigen extrazellulär verbliebenen Farbstoffs mittels eines fünf-schrittigen Medi-

umaustausch-Prozesses durch Normaltyrode. Nach dem letzten Auswaschungsschritt wurde 

die Normaltyrode durch 200 µl der jeweiligen Messtyrode ersetzt. Anschließend wurden auch 

hier, nach fünf-minütiger Präinkubation, alle quergestreiften, rechteckigen Zellen mit weni-

gen Granulationen in einem Zeitraum von 25 Min. gemessen. Ebenso erfolgte zeitgleich die 
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Farbstoffinkubation der nächsten Messkammer, sodass zwischen den einzelnen Versuchs-

abschnitten ein nahtloser Übergang bestand. 

In beiden Protokollen wurden die Kardiomyozyten mit einem 40x-vergrößernden Ölimmer-

sionsobjektiv betrachtet und nach den zuvor beschriebenen Kriterien selektiert. Vor jeder 

Einzelmessung einer Zelle wurde diese für 10 s mit 20 V bei einer Frequenz von 1 Hz mit 

dem Myopacer Field Stimulator (Ion Optix®) stimuliert. Schließlich wurde die eingestellte 

Zelle mit dem zum Setup gehörigen Programm Pascal LSM 5 Version 3.2 SP2 (Carl Zeiss 

AG) im Line-Scan-Modus für 7,68 s gemessen.  

 

Abbildung 14: Versuchsaufbau der Konfokalmikroskopie (Superfusions-Protokoll) 

 Datengenerierung und Datenauswertung der Messungen von Ca2+-Sparks 

Die während der Messungen entstandenen zweidimensionalen Scans der jeweiligen Bildzeile 

einer Zelle wurden am Messcomputer im .lsm Format abgespeichert und alle Dateien eines 

Messtages zusammen ausgewertet. Für die Detektion und Analyse der Ca2+-Sparks sowie der 

zellulären arrhythmischen Ereignisse wurde die Plug-In-Software (= Erweiterungsmodul) 

Sparkmaster© für ImageJ® 1.47v verwendet. Alle Rohdaten wurden in Microsoft Excel sys-

tematisch dokumentiert und durch Importieren in GraphPad Prism® Version 6 (GraphPad 

Software, Inc.) graphisch veranschaulicht und statistisch analysiert. Dabei wurden folgende, 

in Tabelle 8 dargestellten, Parameter berücksichtigt. 
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Tabelle 8: Konfokalmikroskopie-Parameter 

Ca2+-Spark-Frequenz 
(CaSpF [100 µm-1*s-1]) 

Auftreten von Ca2+-Sparks pro Zeiteinheit und Scanbreite 

  

Ca2+-Spark-F/F0 
(F/F0) 

Ca2+-Spark-Intensität (Helligkeit) in Abhängigkeit zur Baseline 
(= Grundniveau); F/F0= Amplitude+1 

  

Ca2+-Spark-Breite 
(FW [μm]) 

Detektierte Ca2+-Spark-Breite 

  

Ca2+-Spark-Dauer 
(FD [ms]) 

Detektierte Ca2+-Spark-Dauer 

  

Ca2+-Spark-Größe 
(CaSPS) 

Berechnete Ca2+-Spark-Größe 
CaSPS= F/F0 x FD x FW 

  

SR-Ca2+-Leck 
Berechneter Verlust von Ca2+ aus dem SR 
SR-Ca2+-Leck= CaSPS x CaSPF 

  

Max Flux Maximal detektierter Ca2+-Ausstrom aus dem SR 
  

Frequenz arr. Ereignisse Auftreten von arr. Ereignissen pro Zeiteinheit und Scanbreite 
  

Latenzzeit arr. Ereignisse 
Latenzzeit zwischen dem letzten stimulierten Ca2+-Transienten 
und dem Auftreten des ersten arr. Ereignisses 

 

 Versuchsprotokoll zur Zellpenetrationstestung des 5-Carboxy-

Fluorescein(FAM)-gebundenen Peptides PDP3 

Auch dieses Experiment wurde mit dem konfokalen Mikroskop LSM 5 Pascal Laser Module 

(Carl Zeiss AG) unter Verwendung eines 40x-Ölimmersionsobjektives durchgeführt. Zu-

nächst wurden 400 µl Lösung frisch isolierter linksventrikulärer Kardiomyozyten auf 4 µl 

Laminin (Sigma®, Lot. Nr. 024M4107V) in einer Ion Optix®-Messkammer ausplattiert und 

30 Min. bei RT inkubiert. Die Kardiomyozyten bewegten sich dabei aufgrund ihrer hohen 

Masse in der Lösung nach unten und blieben auf dem Laminin haften. Die Messkammern 

mit den Kardiomyotyten wurden anschließend in den Dunkelraum transportiert und alle 

weiteren Schritte dort lichtgeschützt bei RT durchgeführt. Im Folgenden wurde das Medium 

gegen Normaltyrode ausgetauscht und die Autofluoreszenz verschiedener linksventrikulärer 

Kardiomyozyten detektiert. Dabei wurden die Kardiomyozyten von einem Argon-Ion-Laser 

(RMC 7812Z, Lasos Lasertechnik GmbH) mit einer Wellenlänge von 488 nm bei einer La-

serstärke von 10 % angeregt. Die emittierte Fluoreszenz wurde bei 505 nm Wellenlänge im 

sog. Frame-Scan-Modus (= Aufzeichnung ganzer Bilder) bei 512x512 Pixeln aufgezeichnet und 

die entstandenen (Auto-)Fluoreszenzbilder verschiedener Bildebenen als optische Z-stacks 

(= schichtweise Darstellung einzelner Bildebenen) dargestellt. Dabei wurden ausschließlich 

quergestreifte, rechteckige Zellen mit wenigen Granulationen in das Experiment eingeschlos-

sen. 
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Zusätzlich wurde von jeder Kardiomyozyte ein lichtmikroskopisches Hellfeldbild angefer-

tigt, um diese später erneut auffinden und einer zweiten Messung aussetzen zu können. 

Nun wurde die Normaltyrode entfernt und gegen eine Versuchstyrode mit 25 µM 5-Car-

boxy-Fluorescein-PDP3 (FAM-PDP3, EMBL Heidelberg, gelöst in 10 % DMSO/ddH2O) 

ausgetauscht, welche für 60 Min. inkubiert wurde. Anschließend wurde die Versuchstyrode 

erneut entfernt und der extrazellulär verbliebene Anteil der FAM-PDP3 mit einem fünf-

schrittigen Auswaschungsvorgang beseitigt. Daraufhin wurden erneut Fluoreszenzbilder der 

zuvor verwendeten Kardiomyozyten aufgezeichnet. 

 Datengenerierung und Datenauswertung der Zellpenetrationstestung des 5-

Carboxy-Fluorescein(FAM)-gebundenen Peptides PDP3 

Die während der Messungen entstandenen Fluoreszenzbilder der jeweiligen Zelle wurden 

am Messcomputer im .lsm Format abgespeichert. Zur Quantifizierung der zellulären Auto-

fluoreszenzintentität sowie der Fluoreszenzintensität der FAM-PDP3-inkubierten Zellen 

wurde das Programm ImageJ® 1.47v verwendet. Hierbei wurden die Fluoreszenzsignale des-

selben Ausschnittes der jeweiligen Zelle vor und nach FAM-PDP3-Inkubation quantifiziert. 

Alle Rohdaten wurden in Microsoft Excel systematisch dokumentiert und durch Importie-

rung in GraphPad Prism® Version 6 (GraphPad Software, Inc.) graphisch veranschaulicht 

und statistisch analysiert. Da es sich hierbei um ein sog. repeated-measures-Experiment (= Wie-

derholungsmessungen an denselben Zellen) handelt, wurde folglich der gepaarte Student´s 

t-Test verwendet. 

2.6 Epifluoreszenzmikroskopie 

 Grundlagen der Epifluoreszenzmikroskopie 

Die Epifluoreszenzmikroskopie stellt ein lichtmikroskopisches Verfahren dar, welches, wie 

auch die Konfokalmikroskopie, Signale fluoreszierender Farbstoffe abbildet.  

Ziel der Messungen mittels invertierter Epifluoreszenzmikroskopie (Motic AE 31, Ion Op-

tix® Setup) war es, Veränderungen der Ca2+-Homöostase frisch isolierter linksventrikulärer 

Kardiomyozyten anhand der fluktuierenden intrazellulären Ca2+-Konzentrationen zu unter-

suchen. Dafür wurden sog. Ca2+-Transienten (= Änderungen der intrazellulären Ca2+-Kon-

zentrationen als Funktion der Zeit), die durch elektrische Stimulation der Zellen ausgelöst 

wurden, mit dem ratiometrischen Ca2+-Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 AM detektiert. Diese 

lassen Rückschlüsse auf die Ca2+-Ausschüttung bei einzelnen Kontraktionsvorgängen sowie 

im Falle einer Koffein-Applikation über den SR-Ca2+-Gehalt der Zelle zu. 

Die Grundlage der Epifluoreszenzmikroskopie stellt in diesem Versuchsaufbau eine 75 W 

Xenonlampe (Ushio Inc.) dar. Das von dieser Lampe emittierte Anregungslicht wurde zu-

nächst auf einen galvanometrischen Spiegel (= Hyperswitch; Spiegel, dessen Drehbewegung 
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proportional zum elektrischen Strom erfolgt) gelenkt, der es ermöglichte, repetetiv zwischen 

zwei Anregungswellenlängen (340 nm & 380 nm) zu wechseln, wodurch eine Anregung des 

ratiometrischen Ca2+-Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 AM ermöglicht wurde. Das Anregungs-

licht wurde zunächst auf einen dichroitischen Spiegel geleitet, dessen kritische Wellenlänge 

zwischen Anregungs- und Emissionsspektrum des Farbstoffs liegt. Da der dichroitische 

Spiegel die Eigenschaft besitzt, das Licht unter der kritischen Wellenlänge zu reflektieren und 

nur das Licht über der kritischen Wellenlänge passieren zu lassen, wurde das kurzwellige 

Anregungslicht vom Spiegel reflektiert und somit durch das Objektiv auf das Präparat gelei-

tet. Das langwelligere Emissionslicht konnte hingegen den Spiegel passieren. Dabei elimi-

nierte ein nachgeschalteter Emissionsfilter (510/40 nm) das Streulicht und das bereinigte 

Fluoreszenzlicht konnte auf den Photomultiplier (Typ P25PC, Sens-Tech®) geleitet werden, 

welcher das einfallende Licht verstärkte und in elektrische Spannung umwandelte. Diese 

wurde durch den Analog-Digital-Wandler (Fluorescence System Interface, Ion Optix®) in 

ein digitales Signal umgewandelt, welches dann in der Computer-Software IonWizard Ver-

sion 6.4.1.73 (Ion Optix®) dargestellt und analysiert werden konnte. Mittels des verwendeten 

Ion Optix®-Setups konnten somit bis zu 250 Ratiowerte/s generiert und aufgezeichnet wer-

den (http://www.ionoptix.com/wp-content/uploads/2014/07/Ca-and-Cont_HSW_digital 

.pdf 2014). Eine schematische Darstellung des Strahlengangs in der Epifluoreszenzmikro-

skopie findet sich in Abbildung 15.  
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Abbildung 15: Strahlengang in der Epifluoreszenzmikroskopie (modifiziert nach http://www.ionoptix.com/ 
wp-content/uploads/2014/07/Ca-and-Cont_HSW_digital.pdf, Zugriff am 20.04.2016) 

 Versuchsprotokoll zur Messung von systolischen sowie Koffein-induzierten 

Ca2+-Transienten 

Alle Experimente der Epifluoreszenzmikroskopie wurden mit dem Lichtmikroskop Motic 

AE 31 im Ion Optix®-Setup unter Verwendung eines 40x-Objektives sowie des ratiometri-

schen Ca2+-Fluoreszenzfarbstoffes Fura-2 AM durchgeführt. Dafür wurden zunächst 400 µl 

Lösung frisch isolierter linksventrikulärer Kardiomyozyten auf 4 µl Laminin in einer Ion Op-

tix®-Messkammer ausplattiert und 30 Min. bei RT inkubiert. Wie bei der Konfokalmikrosko-

pie wurden die Messkammern mit den Kardiomyozyten anschließend in den Dunkelraum 

transportiert, in dem alle weiteren Schritte lichtgeschützt durchgeführt wurden. Nach dem 

Entfernen der überschüssigen Lösung wurden 250 µl Fura-2 AM appliziert und 30 Min. bei 

RT inkubiert. Dabei wurden jeweils 1,25 µl der pharmakologischen Substanzen, die auch den 

entsprechenden Versuchs-Tyroden beigefügt waren, hinzugefügt, sodass schon während der 

Farbstoffinkubation die Zellen mit der gewünschten Endkonzentration des Wirkstoffs inku-

biert wurden. Nach diesen vorbereitenden Schritten wurde die Messkammer mit den nun 

Das Exzitationslicht (orange) der Xenonlampe (1) wird zunächst im Hyperswitch (2) über einen einfachen Spiegel 

(3) auf den galvanometrischen Spiegel (4) gelenkt. Dieser ändert 250x/s seinen Einstellwinkel, sodass zwischen 

den verschiedenen Strahlengängen (5,6) für die beiden Anregungswellenlängen 340 nm (dunkelblau) & 380 nm 

(dunkelgrün) gewechselt werden kann. Das Exzitationslicht beider Wellenlängen (hellblau) wird nun über einen dich-

roitischen Spiegel (7) und einen Lichtleiter (8) zum Mikroskop (9) weitergeleitet. Dort wird es über einen weiteren 

dichroitischen Spiegel (10) auf das Präparat auf dem Objekttisch (11) geleitet. Das langwelligere Emissionslicht 

(hellgrün) von 510 nm Wellenlänge des angeregten ratiometrischen Ca2+-Fluoreszenzfarbstoffs kann den dichroiti-

schen Spiegel (10) passieren und wird über einen vorgeschaltetem Emissionsfilter zum Photomultiplier (12) weiter-

geleitet. Über den nachgeschalteten Analog-Digital-Wandler (13) wird die generierte elektrische Information in eine 

digitale umgewandelt und kann anschließend am Computer dargestellt werden (14). 
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angefärbten Kardiomyozyten in das Epifluoreszenzmikroskop eingespannt. Analog zur 

Konfokalmikroskopie (Kapitel 2.5.2) erfolgte auch hier vor Beginn der Messungen eine Aus-

waschung des überschüssigen extrazellulär verbliebenen Farbstoffs. Im Rahmen der Mes-

sungen in der Epifluoreszenzmikroskopie wurde schließlich mit den zwei Protokollen (Su-

perfusions-Protokoll & Mediumaustausch-Protokoll), welche auch in der Konfokalmikro-

skopie verwendet wurden, gearbeitet (Abbildung 16). 

Pro Messkammer wurden bis zu fünf quergestreifte, rechteckige Zellen mit wenigen Granu-

lationen in einem Zeitraum von 25 Min. gemessen. Zeitgleich erfolgte die Farbstoffinkuba-

tion der nächsten Messkammer, sodass zwischen den einzelnen Versuchsteilen ein nahtloser 

Übergang bestand. 

Bei der Betrachtung der Kardiomyozyten mit einem 40x-vergrößernden Objektiv wurden 

für die Messungen diejenigen Kardiomyozyten selektiert, die bei der Stimulation mit 20 V 

bei einer Frezquenz von 0,5 Hz mit dem Myopacer Field Stimulator (Ion Optix®) optisch 

eine regelmäßige und gleichmäßige Kontraktion aufwiesen. Die ausgewählten Zellen wurden 

in dem zum Setup gehörigen Programm IonWizard Version 6.4.1.73 (Ion Optix®) horizontal 

eingestellt und der Hintergrund weitestgehend ausgeblendet, sodass ausschließlich Fluores-

zenzsignale der Zellen detektiert wurden. Im Anschluss wurde das Experiment im Messpro-

gramm gestartet und die Zelle bei einer Frequenz von 0,5 Hz stimuliert. Nach Erreichen des 

Steady states (= physiologischer Gleichgewichtszustand) wurde die Messung der Zelle für min-

destens 30 s weiter aufrechterhalten und dieser Abschnitt für die Auswertung systolischer 

Ca2+-Transienten verwendet. Zur Messung des SR-Ca2+-Gehaltes wurden sog. Koffein-indu-

zierten Ca2+-Transienten verwendet. Zur Induktion dieser Ca2+-Transienten wurde die Sti-

mulation bei laufendem Experiment gestoppt und Koffein-Tyrode im Rhythmus der vorhe-

rigen Stimulation (bei 0,5 Hz nach 2 s) mittels des Applikationsgerätes cFlow Flow Control-

ler (Cell Micro Controls®) selektiv auf die zu messende Zelle appliziert. Somit wurde gewähr-

leistet, dass die Messung SR-Ca2+-Gehaltes von dem normalen Niveau des diastolischen SR- 

Ca2+-Levels ausging. Nach einer erfolgten Koffeinapplikation wurde die Kammer im Super-

fusions-Protokoll für mindestens 5 Min. superfundiert, bevor die nächste Koffeinmessung 

erfolgte. Im Mediumaustausch-Protokoll fand an dieser Stelle ein Auswaschungsprozess und 

anschließend eine Applikation frischer Tyrode der jeweiligen Versuchsgruppe statt. 

Eine Messspur von mindestens 10 s wurde nach jeder gemessenen Zelle von einer daneben-

liegenden zellfreien Fläche aufgezeichnet, um später das Hintergrundfluoreszenzsignal vom 

Gesamtsignal subtrahieren zu können. 
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Abbildung 16: Versuchsaufbau der Epifluoreszenzmikroskopie (Superfusions-Protokoll) 

 Datengenerierung und Datenauswertung der Messungen von systolischen 

sowie Koffein-induzierten Ca2+-Transienten 

Die während der Messungen aufgezeichneten Messspuren des Ca2+-Fluoreszenzsignals (Nu-

merator F340nm (= Zähler; Ca2+-gebundener Zustand), Denominator F380nm (= Nenner; Ca2+-freier 

Zustand), Ratio F340nm/F380nm (= Verhältnis)) der jeweiligen Zelle wurden am Messcomputer 

in einer Datei pro Zelle im .zpt Format abgespeichert und alle Dateien der einzelnen Mess-

tage mit der Computer-Software IonWizard Version 6.4.1.73 (Ion Optix®) ausgewertet. Da-

bei wurde das Hintergrundfluoreszenzsignal zunächst herausgerechnet und anschließend die 

Einzelwerte der systolischen Ca2+-Transienten sowie der Koffein-induzierten Ca2+-Transien-

ten kalkuliert. 

Alle Rohdaten wurden in Microsoft Excel systematisch dokumentiert und durch Importie-

rung in GraphPad Prism® Version 6 (GraphPad Software, Inc.) graphisch veranschaulicht 

und statistisch analysiert. Folgende, in Tabelle 9 dargestellten Parameter wurden berücksich-

tigt. 

Tabelle 9: Epifluoreszenz-Parameter 

Baseline  
(bl) 

Detektiertes Grundniveau des Ca2+-Fluoreszenzsignals 
während der Diastole 

  

Amplitude der systolischen Ca2+-
Transienten  
(Ampl.) 

Änderung des Ca2+-Fluoreszenzsignals in Abhängigkeit 
zur Baseline während der Systole;  
Amplitude= max. Ausschlagshöhe - Baseline 

  

Halbmaximale Relaxationszeit  
(t to bl 50 %) 

Detektierte Zeit von maximaler Amplitude bis zum  
Erreichen von 50 % der Amplitudenhöhe während der 
Diastole 

  

Amplitude der Koffein-induz-
ierten Ca2+-Transienten  
(Ampl.) 

Änderung des Ca2+-Fluoreszenzsignals in Abhängigkeit 
zur Baseline nach Koffein-Applikation;  
Amplitude= max. Ausschlagshöhe - Baseline 
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2.7 Pharmakologische Substanzen 

Sowohl bei den Messungen mittels Konfokal- als auch mittels Epifluoreszenzmikroskopie 

wurde der HEPES-Tyrode in den jeweiligen Versuchsgruppen Okadaic Acid (Endkonzentra-

tion: 100 nM) bzw. PDP3/3m (Endkonzentration: 25 µM) hinzugefügt. In allen Experimen-

ten wurde zur adrenergen Stimulation der Kardiomyozyten zusätzlich Isoproterenol (End-

konzentration: 10-8 mol/l) der jeweiligen Versuchstyrode beigefügt. Die verwendeten phar-

makologischen Substanzen werden im Folgenden tiefergehend betrachtet. 

 Okadaic Acid (OA) 

Okadaic Acid (OA, Enzo Life Sciences®, Lot. Nr. 04251363, Molekulargewicht: 805.0 g/mol, 

gelöst in 100 % DMSO), auch Halochondrine A oder 9,10-Deepithio-9,10-didehydro-

acanthifolicin (C44H68O13) genannt, ist ein natürlich vorkommendes Polyether-Toxin, wel-

ches von marinen Dinoflagellaten produziert wird und als Phosphatase-Inhibitor die PP2A 

sowie PP1 inhibiert (Bialojan und Takai 1988; Cohen et al. 1989; Haystead et al. 1989). Das 

verwendete Toxin der Firma Enzo Life Sciences® wurde aus dem Dinoflagellatum Prorocentrum 

concavum isoliert und aufgereinigt. Bei Konzentrationen ab 1 nM inhibiert es die PP2A auf-

grund ihrer hohen Affinität zu Okadaic Acid vollständig, wohingegen die PP1 erst ab 15 nM 

inhibiert wird (Cohen et al. 1989). Im Vergleich hierzu reagiert die PP2B weniger sensitiv auf 

Okadaic Acid, die PP2C wird nicht von Okadaic Acid beeinflusst (Bialojan und Takai 1988). 

Des Weiteren führt eine Applikation von Okadaic Acid auch zu einer Inhibition der PP4 sowie 

der PP5 und möglicherweise auch der PP6 (Swingle et al. 2007). Die Strukturformel von 

Okadaic Acid ist in Abbildung 17 dargestellt. 

 

 

Abbildung 17: Okadaic Acid-Strukturformel (http://static.enzolifesciences.com/fileadmin/files/formula/ 
350-003_1_01.gif, Zugriff am 24.04.2016) 

 PP1-Disrupting Peptides 3/3m (PDP3/3m) 

PP1-Disrupting Peptide 3 (PDP3, SiChem GmbH, SC-0100-001, Molekulargewicht: 

3016,61 g/mol, gelöst in 10 % DMSO/ddH2O) ist ein künstlich hergestelltes, zellpermeables 

Peptid aus 23 Aminosäuren, welches mit bestimmten Phosphatase-Interacting-Proteins um eine 

Bindung an der PP1 mittels des sog. RVxF-Motivs konkurriert und diese bei erfolgreicher 

Bindung durch eine Blockierung der inhibitorischen PIP:PP1-Interaktionen selektiv aktivie-

ren kann. Die dabei entstehende stabile Wechselwirkung des Peptids mit der Phosphatase 
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kommt durch eine kovalente Bindung zwischen dem L-4-Benzophenylalanin (Bpa) des 

PDP3 und dem Methionin 290 der PP1 zustande (Chatterjee et al. 2012).  

Eine Aktivierung der PP2A erfolgt nicht (Reither et al. 2013). Das Peptid weist eine gute 

Zellpermeabilität sowie eine hohe intrazelluläre Stabilität auf. Eine generelle unspezifische 

Zytotoxizität besteht nicht. Lediglich bei sehr langen Inkubationszeiten kann es durch eine 

übermäßige PP1-Aktivierung zu einer Zytotoxizität kommen (Chatterjee et al. 2012). 

Als inaktives Kontrollpeptid wurde das PP1-Disrupting Peptide 3m (PDP3m, SiChem GmbH, 

SC-0101-001, Molekulargewicht: 2912,46 g/mol, gelöst in 10 % DMSO/ddH2O) verwendet, 

welches sich in der Aminosäurestruktur nur durch eine RATA-Mutation zum PDP3 unter-

scheidet, aufgrund welcher es nicht an die PP1 binden kann (Chatterjee et al. 2012). 

Im Rahmen der in dieser Arbeit durchgeführten Zellpermeabilitätsexperimente wurde zum 

Nachweis einer Zellpenetration die 5-Carboxyfluorescein(FAM)-gebundene Form des Pep-

tids PDP3 (FAM-PDP3) eingesetzt und die zelluläre Aufnahme des Peptids mittels Konfo-

kalmikroskopie detektiert. Die Zellpenetrationsfähigkeiten von FAM-PDP3 und FAM-

PDP3m unterscheiden sich dabei nicht (Chatterjee et al. 2012). 

Tabelle 10: Aminosäuresequenzen von PDP3/3m (Chatterjee et al. 2012) 

 

Peptid Aminosäuresequenz 
Molekulargewicht 
in g/mol 

   

PDP3 NH2 - RRKRPKRKRKNARVTF (Bpa) EAAEII - COOH 3016,61 
   

PDP3m NH2 - RRKRPKRKRKNARATA (Bpa) EAAEII - COOH 2912,46 
   

 

 Isoproterenol (DL-Isoproterenol-Hydrochlorid) 

Isoproterenol (Sigma-Aldrich®, Lot. Nr. BCBL3043V, Molekulargewicht: 247,73 g/mol) ist 

ein Noradrenalinderivat, welches eine Anwendung als Sympathikomimetikum findet. Die 

Summenformel lautet C11H17NO3HCl. Alle fluoreszenzmikroskopischen Messungen wurden 

bei einer Isoproterenol-Konzentration von 10-8 mol/l durchgeführt. Hierfür wurde zunächst 

eine Tyrode angesetzt (Tabelle 11), welcher 5 µl Salzsäure (HCl, 32 %) sowie 50 mg Ascor-

binsäure (Sigma®, Lot. Nr. 076K0042) beigefügt wurden. Von der erhaltenen sog. ASC-Ty-

rode (Tabelle 12) wurden nun 100 µl mit 1 mmol/l DL-Isoproterenol-Hydrochlorid (Tabelle 

13) vermengt, um zunächst eine Isoproterenol-Lösung mit einer Konzentration von 

10-5 mol/l zu erhalten. Durch eine weitere Verdünnung von 1:1.000 mit der Versuchstyrode, 

ergab sich eine Endkonzentration von 10-8 mol/l. 
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Tabelle 11: Tyrode (angesetzt mit 1.000 ml ddH2O) bei pH-Wert 7,54 bei RT zur Herstellung der Isoproterenol-
Lösung 

Substanz 
Molekulargewicht 
in g/mol 

Konzentration 
in mmol/l 

NaCl 58,44 140 

KCl 74,56 4 
MgCl2 95,21 1 

HEPES 238,31 5 
Glucose 180,16 10 
Koffein 194,20 10 

 

Tabelle 12: ASC-Tyrode (angesetzt mit 1.000 ml der Tyrode) zur Herstellung der Isoproterenol-Lösung 

Substanz  

HCl (32 %) 5 µl 

Ascorbinsäure 50 mg 

 

Tabelle 13: 1 mmol/l DL-Isoproterenol-Hydrochlorid 

Substanz 
Molekulargewicht 
in g/mol 

Konzentration 
in mol/l 

Isoproterenol 247,73 1 

 

 Dimethylsulfoxid (DMSO) 

Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma-Aldrich®, Lot. Nr. BCBC5888V) ist ein organisches Lö-

sungsmittel der Klasse der Sulfoxide. Es hat die Summenformel C2H6OS. DMSO ist in jedem 

Verhältnis mit Wasser mischbar und wirkt als sog. Penetrationsverstärker, d. h. es begünstigt 

die Membranpermeabilität und den Transport gelöster Substanzen über biologische Memb-

ranen (Brayton 1986). Dieser Effekt wurde sich in dieser Arbeit bei der Lösung von Okadaic 

Acid sowie den Farbstoffen Fluo-3 AM und Fura-2 AM zunutze gemacht. Da DMSO viele 

weitere Effekte auf zellulärer Ebene aufweist (De Menorval et al. 2012; Jacob und Herschler 

1986; Santos et al. 2003), wurde es in den gleichen Konzentrationen auch der Kontroll-Ver-

suchstyrode beigefügt, um nicht Wirkstoff-spezifische, verfälschende Effekte auszuschlie-

ßen. 
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2.8 Statistische Datenauswertung 

Alle erhobenen Daten wurden in Microsoft Excel systematisch dokumentiert und durch Im-

portierung in GraphPad Prism® Version 6 (GraphPad Software, Inc.) graphisch veranschau-

licht sowie statistisch analysiert. Im folgenden Ergebnisteil sind die erhobenen Messwerte als 

arithmetisches Mittel ± Standardfehler des Mittelwerts (= standard error of the mean= S.E.M. 

= SEM) dargestellt. Dieser wurde wie folgt berechnet: 

S. E. M. = √
𝜎2

𝑛
=  

𝜎

√𝑛
 

Formel 4: Standardfehler des Mittelwerts; S.E.M.: Standardfehler des Mittelwerts, n: Anzahl, σ2: Varianz, σ: 
Standardabweichung 

Der ungepaarte Student´s t-Test wurde für die Gegenüberstellung von Daten zweier Grup-

pen verwendet. Eine Ausnahme bildeten hierbei die Messdaten des Experimentes zur Zell-

penetrationstestung des FAM-PDP3, bei welchem, wie bereits in Kapitel 2.5.5 beschrieben, 

der gepaarte Student´s t-Test zur Anwendung kam.  

Als statistisch signifikant wurde in beiden Fällen eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 

p < 0,05 angenommen. 

Alle statistischen Tests wurden auf Grundlage der Zahlenwerte der Originaldaten durchge-

führt. Zur Gewährleistung der Übersichtlichkeit wurden im Ergebnisteil der vorliegenden 

Arbeit die Zahlenwerte der Originaldaten auf die erste bzw. zweite Nachkommastelle gerun-

det. Für durchgeführte Vergleiche der Zahlenwerte zweier Experimentgruppen wurden je-

doch stets die nicht gerundeten Zahlenwerte der Originaldaten berücksichtigt. 
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 Ergebnisse 

3.1 Klinische Daten der verwendeten humanen Herzen 

Tabelle 14: Zusammenstellung klinischer Daten der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten humanen Herzen 

   

 Kardiale Hypertrophie 
mit erhaltener linksven-
trikulärer EF 

Terminale 
Herzinsuffizienz 

Anzahl der Patienten (N) 9 25 
Männliches Geschlecht (%) 55,6 88,0 
Alter (Mittelwert ± SEM, Jahre) 74,4 ± 2,3 55,6 ± 2,2 
EF (Mittelwert ± SEM, %) 53,6 ± 2,8 20,3 ± 1,9 
LVEDD (Mittelwert ± SEM, mm) k.A. 65,1 ± 2,2 
AVA (Mittelwert ± SEM, cm²) 0,7 ± 0,1 k.A. 
Pmean (Mittelwert ± SEM, mmHg) 51,1 ± 6,2 k.A. 
Ischämische Herzerkrankung (%) 55,6 56,0 
LVAD (%) 0 41,7 
Diabetes Typ 2 (%) 22,2 12,0 
ACE-Hemmer (%) 44,4 37,5 
β-Blocker (%) 66,7 95,8 
Diuretika (%) 88,9 91,7 
Digoxin (%) 0 45,8 
Katecholamine (%) 0 4,2 
Amiodaron (%) 11,1 33,3 
AT1-Rezeptor-Antagonisten (%) 0 20,8 
Aldosteron-Antagonisten (%) 11,1 66,7 
PDE-Hemmer (%) 0 25,0 
Ca²+-Kanal-Blocker (%) 11,1 0 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Myokard von insgesamt 34 Patienten zur Durchführung der 

in Kapitel 2 dargestellten Experimente verwendet (Tabelle 14). Hierbei handelte es sich um 

Gewebe von neun Patienten mit kardialer Hypertrophie mit erhaltener linksventrikulärer EF 

sowie von 25 Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz. In der Gruppe der kardialer Hyper-

trophie mit erhaltener linksventrikulärer EF waren 55,6 % der Patienten männlichen Ge-

schlechts, in der terminalen Herzinsuffizienz waren es 88,0 % der Patienten. Die Patienten 

mit kardialer Hypertrophie mit erhaltener linksventrikulärer EF waren dabei mit einem Alter 

von durchschnittlich 74,4 ± 2,3 Jahren deutlich älter als die Patienten mit terminaler Herz-

insuffizienz, welche ein durchschnittliches Alter von 55,6 ± 2,2 Jahren aufwiesen. Die kardi-

ale Ejektionsfraktion der Patienten mit kardialer Hypertrophie war zudem mit 53,6 ± 2,8 % 

nur minimal unter den Normalbereich (>55 %) erniedrigt, wohingegen die kardiale Ejekti-

onsfraktion der Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz mit 20,3 ± 1,9 % hochgradig ein-

geschränkt war. Auch war bei den Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz der linksventri-

kuläre enddiastolische Durchmesser (LVEDD) mittelgradig auf 65,1 ± 2,2 mm erhöht. In 

der kardialen Hypertrophie mit erhaltener linksventrikulärer EF zeigten die Patienten dage-
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gen eine hochgradige Aortenklappenstenose bei einer durchschnittlichen Aortenklappenöff-

nungsfläche (AVA) von 0,7 ± 0,1 cm² und einem mittleren Druckgradienten (Pmean) von 51,1 

± 6,2 mmHg. Der Anteil ischämischer Herzerkrankungen war mit 55,6 % bei den Patienten 

mit kardialer Hypertrophie mit erhaltener linksventrikulärer EF und 56,0 % bei den Patien-

ten mit terminaler Herzinsuffizienz in etwa gleich. Von den Patienten mit terminalen Herz-

insuffizienz trugen 41,7 % ein implantiertes linksventrikuläres Unterstützungssystem 

(LVAD). Zudem lag bei 22,2 % der Patienten mit kardialer Hypertrophie mit erhaltener 

linksventrikulärer EF und 12,0 % der Patienten mit terminalen Herzinsuffizienz ein Diabetes 

mellitus Typ 2 vor. Die durchschnittliche Medikation der einzelnen Patientenkohorten bei-

der Erkrankungen ist ebenfalls in Tabelle 14 dargestellt. 

3.2 Ca2+-Homöostase in der kardialen Hypertrophie mit erhaltener 

linksventrikulärer EF und der terminalen Herzinsuffizienz 

 Diastolisches SR-Ca2+-Leck 

Die Untersuchung der diastolischen Undichtigkeit des sarkoplasmatischen Retikulums, 

sprich des diastolischen SR-Ca2+-Lecks, erfolgte in der kardialen Hypertrophie mit erhaltener 

linksventrikulärer EF und der terminalen Herzinsuffizienz an frisch isolierten 

linksventrikulären Kardiomyozyten mittels Konfokalmikroskopie (Abbildung 18). 

0

1

2

3

0

1

2

3

4

5

0

1 0

2 0

3 0

4 0

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5A

HF

200 ms

1
0
 µ

m

Hy

200 ms

1
0
 µ

m

C
a
S

p
F

(1
0
0
µ

m
-1
*s

-1
)

H
y

H
F

B C

F
/F

0

D
S

p
a
rk

-B
re

it
e
 (
μ

m
)

S
R

-C
a

2
+
-L

e
c
k

F

*

S
p

a
rk

-D
a
u

e
r

(m
s
)

E

H
y

H
F

H
y

H
F

H
y

H
F

H
y H
F

G

0

5 0

1 0 0

1 5 0

M
a
x
 F

lu
x

H
y

H
F

n= 45/5 vs. 152/14 n= 79/5 vs. 533/14 n= 79/5 vs. 533/14

n= 79/5 vs. 533/14 n= 45/5 vs. 152/14 n= 79/5 vs. 533/14

Abb. 17

p=0.07

p=0.13

*

* *

 

Abbildung 18: Vergleich des diastolischen SR-Ca2+-Lecks in der kardialen Hypertrophie mit erhaltener links-
ventrikulärer EF (Hy) und der terminalen Herzinsuffizienz (HF) mittels Konfokalmikroskpie (Fluo-3 AM). 
A: Repräsentative konfokale Linescans humaner linksventrikulärer Kardiomyozyten. B-G: Mittelwerte der 
spontanen Ca2+-Spark-Frequenz (CaSpF), der Ca2+-Spark-Amplitude (F/F0), der Ca2+-Spark-Breite, der Ca2+-
Spark-Dauer, des gesamt kalkulierten SR-Ca2+-Lecks sowie des maximalen Ca2+-Flusses aus dem SR (Max Flux) 
im Rahmen auftretender Ca2+-Sparks (n Zellen/Herzen= 45/5 vs. 152/14). *= p<0,05. 

Hierbei zeigte sich in der terminalen Herzinsuffizienz eine im Vergleich zur kardialen Hy-

pertrophie um 103 ± 26 % erhöhte spontane Ca2+-Spark-Frequenz (1,3 ± 0,2 vs. 0,6 ± 

0,1 μm-1*s-1, p<0,05, n Zellen/Herzen= 152/14 vs. 45/5, Abbildung 18 B). Des Weiteren 
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wurde eine starke Tendenz hinsichtlich einer höheren Amplitude der aufgezeichneten dias-

tolischen Ca2+-Sparks in der terminalen Herzinsuffizienz detektiert (1,6 ± 0,01 vs. 1,5 ± 0,02, 

p=0,07, n Sparks/Herzen= 533/14 vs. 79/5, Abbildung 18 C). Auch die Ca2+-Spark-Größe 

war in der terminalen Herzinsuffizienz erhöht. So war dort die Ca2+-Spark-Breite um 25 ± 

3 % (2,6 ± 0,1 vs. 2,1 ± 0,1 μm, p<0,01, n Sparks/Herzen= 533/14 vs. 79/5, Abbildung 

18 D), die Ca2+-Spark-Dauer um 28 ± 5 % (35,2 ± 1,3 vs. 27,4 ± 2,4 ms, p<0,05, 

n Sparks/Herzen= 533/14 vs. 79/5, Abbildung 18 E) im Vergleich zur kardialen Hypertro-

phie erhöht. Diese Parameter resultierten in einer etwa dreifachen Erhöhung des kalkulierten 

diastolischen SR-Ca2+-Lecks um insgesamt 275 ± 75 % (p<0,05, n Zellen/Herzen= 152/14 

vs. 45/5, Abbildung 18 F) verglichen mit der kardialen Hypertrophie. Der maximale Ca2+-

Fluss aus dem SR (Max Flux) im Rahmen auftretender Ca2+-Sparks war in der terminalen 

Herzinsuffizienz nicht signifikant verändert. Dennoch zeigte sich eine Tendenz hinsichtlich 

eines im Vergleich zur kardialen Hypertrophie erhöhten Max Flux (p=0,13, n Sparks/Her-

zen= 533/14 vs. 79/5, Abbildung 18 G). 

Somit bestätigen die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten insgesamt eine im Verlauf 

der Entstehung der Herzinsuffizienz zunehmende Störung der diastolischen RyR2-Dichtig-

keit, wie sie in der Literatur vorbeschrieben ist (Fischer et al. 2013). 

 Systolische Ca2+-Freisetzung und SR-Ca2+-Gehalt 

Mittels Epifluoreszenzmikroskopie wurde die systolische Ca2+-Freisetzungskinetik sowie der 

SR-Ca2+-Gehalt in der kardialen Hypertrophie mit erhaltener linksventrikulärer EF und der 

terminalen Herzinsuffizienz ebenfalls an frisch isolierten linksventrikulären Kardiomyozyten 

untersucht. Abbildung 19 A zeigt repräsentative Originalaufnahmen stimulierter systolischer 

Ca2+-Transienten sowie Koffein-induzierter Ca2+-Transienten zur Messung des SR-Ca2+-

Gehaltes. 
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Abbildung 19: Vergleich der systolischen Ca2+-Freisetzungskinetik sowie des SR-Ca2+-Gehaltes in der kardialen 
Hypertrophie mit erhaltener linksventrikulärer EF (Hy) und der terminalen Herzinsuffizienz (HF) mittels 
Epifluoreszenzmikroskopie (Fura-2 AM). A: Repräsentative Originalaufnahmen stimulierter Ca2+-Transienten 
(0,5 Hz) sowie Koffein-induzierter Ca2+-Transienten (Pfeil symbolisiert Koffein-Applikation). B: Mittelwerte 
der Amplitude stimulierter Ca2+-Transienten (n Zellen/Herzen= 30/5 vs. 38/7). C: Mittelwerte der Amplitude 
Koffein-induzierter Ca2+-Transienten (n Zellen/Herzen= 16/3 vs. 7/3). D: Mittelwerte der halbmaximalen 
Relaxationszeit (RT50, n Zellen/Herzen= 30/5 vs. 38/7). E: Mittelwerte des diastolischen Ca2+-Gehaltes 
(n Zellen/Herzen= 30/5 vs. 38/7). *= p<0,05. 

Die Amplitude stimulierter systolischer Ca2+-Transienten war hierbei in der terminalen Herz-

insuffizienz um 32 ± 9 % im Vergleich zur kardialen Hypertrophie erniedrigt (F340/F380: 0,15 

± 0,02 vs. 0,22 ± 0,03, p<0,05, n Zellen/Herzen= 38/7 vs. 30/5, Abbildung 19 B). Des 

Weiteren zeigte sich in der terminalen Herzinsuffizienz ein signifikanter Anstieg der halbma-

ximalen Eliminationszeit (RT50) um 19 ± 7 %, folglich eine verlangsamte Wiederaufnahme 

des zytosolischen Ca2+ in das SR (0,72 ± 0,04 vs. 0,61 ± 0,03 s, p<0,05, n Zellen/Her-

zen= 38/7 vs. 30/5, Abbildung 19 D). Ein signifikanter Unterschied des diastolischen Ca2+-

Gehaltes konnte nicht nachgewiesen werden (0,34 ± 0,02 vs. 0,37 ± 0,02, p=0,26, n Zel-

len/Herzen= 38/7 vs. 30/5, Abbildung 19 E). Dagegen war die Amplitude Koffein-indu-

zierter Ca2+-Transienten in der terminalen Herzinsuffizienz im Vergleich zur kardialen Hy-

pertrophie um 47 ± 8 % erniedrigt (F340/F380: 0,19 ± 0,03 vs. 0,36 ± 0,03, p<0,05, n Zel-

len/Herzen= 7/3 vs. 16/3, Abbildung 19 C). Somit ließ sich insgesamt ein verminderter SR-

Ca2+-Gehalt in der terminalen Herzinsuffizienz nachweisen.  
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3.3 Auswirkungen der PP1- und PP2A-Inhibition auf  das diastolische 

SR-Ca2+-Leck und die Frequenz arrhythmischer Ereignisse in der 

kardialen Hypertrophie mit erhaltener linksventrikulärer EF und 

der terminalen Herzinsuffizienz 

 Diastolisches SR-Ca2+-Leck in der kardialen Hypertrophie mit erhaltener 

linksventrikulärer EF 

Zur Messung des diastolischen SR-Ca2+-Lecks unter PP1- und PP2A-Inhibition wurden 

100 nmol/l Okadaic Acid in der kardialen Hypertrophie mit erhaltener linksventrikulärer EF 

auf frisch isolierte linksventrikuläre Kardiomyozyten appliziert.  
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Abbildung 20: Analyse des diastolischen SR-Ca2+-Lecks unter PP1- und PP2A-Inhibition mittels 100 nmol/l 
Okadaic Acid (OA) in der kardialen Hypertrophie mit erhaltener linksventrikulärer EF mittels Konfokalmik-
roskopie (Fluo-3 AM). A: Repräsentative konfokale Linescans humaner linksventrikulärer Kardiomyozyten der 
Kontroll- (Kon) und Interventionsgruppe (OA). B-G: Mittelwerte der spontanen Ca2+-Spark-Frequenz 
(CaSpF), der Ca2+-Spark-Amplitude (F/F0), der Ca2+-Spark-Breite, der Ca2+-Spark-Dauer, des gesamt kalku-
lierten SR-Ca2+-Lecks sowie des maximalen Ca2+-Flusses aus dem SR (Max Flux) im Rahmen auftretender 
Ca2+-Sparks (n Zellen/Herzen= 36/4 vs. 28/4). H: Repräsentative konfokale Linescans arrhythmischer Ereig-
nisse. I-K: Mittelwerte der Frequenz, der Latenzzeit sowie der Amplitude (F/F0) arrhythmischer Ereignisse 
(n Zellen/Herzen= 69/4 vs. 57/4). *= p<0,05. 

Es zeigte sich in der Konfokalmikroskopie ein Anstieg der Ca2+-Spark-Frequenz um 162 ± 

22 % verglichen zur unbehandelten Kontrolle (2,0 ± 0,4 vs. 0,8 ± 0,2 μm-1*s-1, p<0,05, n 

Zellen/Herzen= 28/4 vs. 36/4, Abbildung 20 B). Die Ca2+-Spark-Amplitude war unter 

Phosphatase-Inhibition um 4 ± 1 % ebenfalls signifikant erhöht (1,6 ± 0,02 vs. 1,5 ± 0,02, 
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p<0,05, n Sparks/Herzen= 156/4 vs. 79/4, Abbildung 20 C). Ebenso verhielt es sich bei der 

Ca2+-Spark-Breite (Anstieg um 44 ± 7 %, 3,0 ± 0,1 vs. 2,1 ± 0,1 μm, p<0,0001, n Sparks/Her-

zen= 156/4 vs. 79/4, Abbildung 20 D) sowie der Ca2+-Spark-Dauer (Anstieg um 61 ± 10 %, 

44,2 ± 2,7 vs. 27,4 ± 2,4 ms, p<0,0001, n Sparks/Herzen= 156/4 vs. 79/4, Abbildung 20 E). 

Insgesamt resultierte hieraus ein fünffach höheres SR-Ca2+-Leck durch die Inhibition der 

Phosphatasen PP1 und PP2A (Anstieg um 540 ± 131 %, p<0,0001, n Zellen/Herzen= 28/4 

vs. 36/4, Abbildung 20 F) im Vergleich zur Kontrolle. Der Max Flux zeigte sich unverändert 

(p=0,60, n Sparks/Herzen= 156/4 vs. 79/4, Abbildung 20 G). 

Des Weiteren wurden während der Messungen spontan auftretende, nicht-stimulierte Ca2+-

Transienten, Ca2+-Wellen und Ca2+-Spark-Wolken als zelluläre arrhythmische Ereignisse klas-

sifiziert und quantifiziert (Abbildung 20 H). Die Frequenz dieser arrhythmischen Ereignisse 

war dabei unter Okadaic Acid-Applikation um 63 ± 27 % signifikant erhöht (1,0 ± 0,2 vs. 0,6 

± 0,1 μm-1*s-1, p<0,05, n Zellen/Herzen= 57/4 vs. 69/4, Abbildung 20 I). Auch wurde die 

Latenzzeit zwischen dem letzten stimulierten Ca2+-Transienten und dem Auftreten der ar-

rhythmischen Ereignisse gemessen. In der kardialen Hypertrophie zeigte sich hierbei eine 

Tendenz hinsichtlich eines früheren Auftretens arrhythmischer Ereignisse unter Phospha-

tase-Inhibition (Abfall um 36 ± 15 %, 0,9 ± 0,2 vs. 1,4 ± 0,2 s, p=0,13, n Zellen/Her-

zen= 31/4 vs. 33/4, Abbildung 20 J). 

 Diastolisches SR-Ca2+-Leck in der terminalen Herzinsuffizienz 

In der terminalen Herzinsuffizienz wurden in der Konfokalmikroskopie zur Messung des 

diastolischen SR-Ca2+-Lecks unter PP1- und PP2A-Inhibition ebenfalls 100 nmol/l Okadaic 

Acid auf frisch isolierte linksventrikuläre Kardiomyozyten appliziert.  
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Abbildung 21: Analyse des diastolischen SR-Ca2+-Lecks unter PP1- und PP2A-Inhibition mittels 100 nmol/l 
Okadaic Acid (OA) in der terminalen Herzinsuffizienz mittels Konfokalmikroskopie (Fluo-3 AM). A: Reprä-
sentative konfokale Linescans humaner linksventrikulärer Kardiomyozyten der Kontroll- (Kon) und Interven-
tionsgruppe (OA). B-G: Mittelwerte der spontanen Ca2+-Spark-Frequenz (CaSpF), der Ca2+-Spark-Amplitude 
(F/F0), der Ca2+-Spark-Breite, der Ca2+-Spark-Dauer, des gesamt kalkulierten SR-Ca2+-Lecks sowie des maxi-
malen Ca2+-Flusses aus dem SR (Max Flux) im Rahmen auftretender Ca2+-Sparks (n Zellen/Herzen= 70/7 vs. 
54/7). H: Repräsentative konfokale Linescans arrhythmischer Ereignisse. I-K: Mittelwerte der Frequenz, der 
Latenzzeit sowie der Amplitude (F/F0) arrhythmischer Ereignisse (n Zellen/Herzen= 114/7 vs. 93/7). 
*= p<0,05. 

Hierbei zeigte sich, wie in der kardialen Hypertrophie, ein signifikanter Anstieg der Ca2+-

Spark-Frequenz im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Anstieg um 115 ± 43 %, 1,0 ± 

0,2 vs. 0,5 ± 0,2 μm-1*s-1, p<0,05, n Zellen/Herzen= 54/7 vs. 70/7, Abbildung 21 B). 

Ebenso war auch in der terminalen Herzinsuffizienz die Amplitude der Ca2+-Sparks nach 

Phosphatase-Inhibition erhöht (Anstieg um 6 ± 1 %, 1,5 ± 0,02 vs. 1,4 ± 0,01, p<0,01, n 

Sparks/Herzen= 144/7 vs. 95/7, Abbildung 21 C). Auch die Ca2+-Spark-Breite (Anstieg um 

38 ± 8 %, 2,4 ± 0,1 vs. 1,7 ± 0,1 μm, p<0,001, n Sparks/Herzen= 144/7 vs. 95/7, Abbildung 

21 D) sowie die Ca2+-Spark-Dauer (Anstieg um 62 ± 10 %, 30,4 ± 1,9 vs. 18,8 ± 1,2 ms, 

p<0,0001, n Sparks/Herzen= 144/7 vs. 95/7, Abbildung 21 E) waren unter Okadaic Acid-

Applikation erhöht. Folglich resultierte auch in der terminalen Herzinsuffizienz die PP1- und 

PP2A-Inhibition in einer starken Erhöhung des diastolischen SR-Ca2+-Lecks (Anstieg um 

443 ± 61 %, p<0,0001, n Zellen/Herzen= 54/7 vs. 70/7, Abbildung 21 F) im Vergleich zur 

Kontrollgruppe. Der Max Flux zeigte sich unter Phosphatase-Inhibition signifikant erhöht 

(p<0,01, n Sparks/Herzen= 144/7 vs. 95/, Abbildung 21 G). 
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Zusätzlich wurde auch in der terminalen Herzinsuffizienz das spontane Auftreten zellulärer 

arrhythmischer Ereignisse quantifiziert (Abbildung 21 H). Unter Okadaic Acid-Applikation 

zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Frequenz arrhythmischer Ereignisse um 107 ± 45 % 

im Vergleich zur Kontrolle (0,5 ± 0,10 vs. 0,2 ± 0,05 μm-1*s-1, p<0,05, n Zellen/Her-

zen= 93/7 vs. 114/7, Abbildung 21 I). Die Latenzzeit bis zum Auftreten zellulärer arrhyth-

mischer Ereignisse blieb in der terminalen Herzinsuffizienz durch die Phosphatase-Inhibi-

tion unbeeinflusst (2,1 ± 0,3 vs. 1,7 ± 0,2 s, p=0,33, n Zellen/Herzen= 30/7 vs. 26/7, Ab-

bildung 21 J). 

3.4 Auswirkungen der PP1- und PP2A-Inhibition auf  die systolische 

Ca2+-Freisetzung und den SR-Ca2+-Gehalt in der kardialen 

Hypertrophie mit erhaltener linksventrikulärer EF und der 

terminalen Herzinsuffizienz 

 Systolische Ca2+-Freisetzung und SR-Ca2+-Gehalt in der kardialen 

Hypertrophie mit erhaltener linksventrikulärer EF 

Die Auswirkungen der Inhibition der PP1 und PP2A auf die systolische Ca2+-Freisetzung 

sowie den SR-Ca2+-Gehalt wurden an frisch isolierten linksventrikulären Kardiomyozyten 

von Patienten mit kardialer Hypertrophie mit erhaltener linksventrikulärer EF mittels epiflu-

oreszenzmikroskopischer Messungen unter Applikation von 100 nmol/l Okadaic Acid analy-

siert (Abbildung 22). 
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Abbildung 22: Analyse der systolischen Ca2+-Freisetzung sowie des SR-Ca2+-Gehaltes unter PP1- und PP2A-
Inhibition mittels 100 nmol/l Okadaic Acid (OA) in der kardialen Hypertrophie mit erhaltener linksventriku-
lärer EF mittels Epifluoreszenzmikroskopie (Fura-2 AM). A: Repräsentative Originalaufnahmen stimulierter 
Ca2+-Transienten (0,5 Hz) sowie Koffein-induzierter Ca2+-Transienten (Pfeil symbolisiert Koffein-Applika-
tion) in der Kontroll- (Kon) sowie Interventionsgruppe (OA). B: Mittelwerte der Amplitude stimulierter Ca2+-
Transienten (n Zellen/Herzen= 30/5 vs. 42/5). C: Mittelwerte der Amplitude Koffein-induzierter Ca2+-Tran-
sienten (n Zellen/Herzen= 16/5 vs. 24/5). D: Mittelwerte der halbmaximalen Relaxationszeit (RT50, n Zel-
len/Herzen= 30/5 vs. 42/5). E: Mittelwerte des diastolischen Ca2+-Gehaltes (n Zellen/Herzen= 30/5 vs. 
42/5). *= p<0,05. 

Unter Phosphatase-Inhibition zeigte sich hierbei ein signifikanter Anstieg der Amplitude sti-

mulierter systolischer Ca2+-Transienten um 40 ± 8 % verglichen mit der unbehandelten Kon-

trollgruppe (F340/F380: 0,31 ± 0,02 vs. 0,22 ± 0,03, p<0,001, n Zellen/Herzen= 42/5 vs. 

30/5, Abbildung 22 B). Die halbmaximale Eliminationszeit blieb in der kardialen Hypertro-

phie nach Okadaic Acid-Applikation unverändert (RT50, 0,60 ± 0,03 vs. 0,61 ± 0,03 s, 

p=0,88, n Zellen/Herzen= 42/5 vs. 30/5, Abbildung 22 D). Zudem zeigte sich eine Ten-

denz hinsichtlich eines höheren diastolischen Ca2+-Spiegels nach Applikation von Okadaic 

Acid (0,40 ± 0,015 vs. 0,37 ± 0,02, p=0,18, n Zellen/Herzen= 42/5 vs. 30/5, Abbildung 

22 E). Die Amplitude Koffein-induzierter Ca2+-Transienten war in der kardialen Hypertro-

phie durch Phosphatase-Inhibition signifikant um 24 ± 7 % erhöht (F340/F380: 0,44 ± 0,03 

vs. 0,35 ± 0,04, p<0,05, n Zellen/Herzen= 24/5 vs. 16/5, Abbildung 22 C). Insgesamt lässt 

sich somit unter PP1- und PP2A-Inhibition eine Erhöhung der Amplitude systolische Ca2+-

Transienten sowie des SR-Ca2+-Gehaltes in der kardialen Hypertrophie nachweisen. 

 Systolische Ca2+-Freisetzung und SR-Ca2+-Gehalt in der terminalen 

Herzinsuffizienz 

Auch in der terminalen Herzinsuffizienz wurden die Auswirkungen auf die systolische Ca2+-

Freisetzung sowie den SR-Ca2+-Gehalt durch Inhibition der PP1 und PP2A mittels Epifluo-

reszenzmikroskopie analysiert (Abbildung 23). 
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Abbildung 23: Analyse der systolischen Ca2+-Freisetzung sowie des SR-Ca2+-Gehaltes unter PP1- und PP2A-
Inhibition mittels 100 nmol/l Okadaic Acid (OA) in der terminalen Herzinsuffizienz mittels Epifluoreszenz-
mikroskopie (Fura-2 AM). A: Repräsentative Originalaufnahmen stimulierter Ca2+-Transienten (0,5 Hz) sowie 
Koffein-induzierter Ca2+-Transienten (Pfeil symbolisiert Koffein-Applikation) in der Kontroll- (Kon) sowie 
Interventionsgruppe (OA). B: Mittelwerte der Amplitude stimulierter Ca2+-Transienten (n Zellen/Her-
zen= 38/7 vs. 42/7). C: Mittelwerte der Amplitude Koffein-induzierter Ca2+-Transienten (n Zellen/Her-
zen= 8/3 vs. 12/5). D: Mittelwerte der halbmaximalen Relaxationszeit (RT50, n Zellen/Herzen= 38/7 vs. 
42/7). E: Mittelwerte des diastolischen Ca2+-Gehaltes (n Zellen/Herzen= 38/7 vs. 42/7). *= p<0,05. 

Dabei kam es unter Applikation von Okadaic Acid zu einem Anstieg der Ca2+-Transienten-

Amplitude um 52 ± 16 % verglichen mit der unbehandelten Kontrollgruppe (F340/F380: 0,23 

± 0,02 vs. 0,15 ± 0,02, p<0,05, n Zellen/Herzen= 42/7 vs. 38/7, Abbildung 23 B). Die 

halbmaximale Eliminationszeit blieb auch in der terminalen Herzinsuffizienz durch die Phos-

phatase-Inhibition unbeeinflusst (RT50, 0,74 ± 0,03 vs. 0,72 ± 0,04 s, p=0,82, n Zellen/Her-

zen= 42/7 vs. 38/7, Abbildung 23 D). Zudem kam es in der terminalen Herzinsuffizienz zu 

einem signifikanten Anstieg des diastolischen Ca2+-Spiegels durch PP1- und PP2A-Inhibition 

(0,40 ± 0,02 vs. 0,34 ± 0,02, p<0,05, n Zellen/Herzen= 42/7 vs. 38/7, Abbildung 23 E) im 

Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Amplitude Koffein-induzierter Ca2+-Transienten war un-

ter Phosphatase-Inhibition in der terminalen Herzinsuffizienz im Vergleich zur Kontroll-

gruppe nicht signifikant erhöht (F340/F380: 0,26 ± 0,06 vs. 0,19 ± 0,03, p=0,34, n Zellen/Her-

zen= 12/5 vs. 8/3, Abbildung 23 C). Somit lässt sich in der terminalen Herzinsuffizienz un-

ter PP1- und PP2A-Inhibition eine Erhöhung der Amplitude systolische Ca2+-Transienten 

bei gleichzeitig unverändertem SR-Ca2+-Gehalt nachweisen. 

3.5 Zellpenetrationstestung des PP1-aktivierenden 5-Carboxy-

Fluorescein(FAM)-gebundenen Peptides PDP3 

Die Testung der zellulären Permeabilität des selektiven PP1-Aktivators PP1-Disrupting Pep-

tide 3 (PDP3) wurde durch konfokalmikroskopische Messungen der Fluoreszenzintensität 
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der 5-Carboxy-Fluorescein(FAM)-gebundenen Form des Peptids PDP3 (FAM-PDP3) in hu-

manen frisch isolierten linksventrikulären Kardiomyozyten durchgeführt. Hierzu wurde zu-

nächst die zelluläre Autofluoreszenz einer Zelle gemessen und anschließend mit der Fluo-

reszenzintensität derselben Zelle nach 60-minütiger Inkubation mit 25 μmol/l FAM-PDP3 

verglichen. Repräsentative licht- sowie konfokalmikroskopische Originaldarstellungen der 

verwendeten Zellen befinden sich in Abbildung 24 A. 
Abb. 23
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Abbildung 24: Nachweis der zellulären Permeabilität des selektiven PP1-Aktivators PP1-Disrupting Peptide 3 
(PDP3) anhand konfokalmikroskopischer Messungen der Fluoreszenzintensität der 5-Carboxy-Flu-
orescein(FAM)-gebundenen Form des Peptids (FAM-PDP3) in humanen frisch isolierten linksventrikulären 
Kardiomyozyten. A: Repräsentative Abbildungen der humanen linksventrikulären Kardiomyozyten mittels 
Licht- sowie Konfokalmikroskopie. B: Mittelwerte der Fluoreszenzintensität vor (Autofluoreszenz) sowie nach 
60-minütiger Inkubation mit 25 μmol/l FAM-PDP3 derselben Zellen (n Zellen/Herzen= 9/2). *= p<0,05. 

Insgesamt zeigte sich nach 60-minütiger Inkubation mit 25 μmol/l FAM-PDP3 und einem 

anschließenden Auswaschungsprozess des extrazellulär verbliebenen FAM-PDP3 nahezu 

eine Verdopplung der zellulären Fluoreszenzintensität im Vergleich zur Autofluoreszenz 

derselben Zellen (Anstieg um 83 ± 18 %, p<0,001, n Zellen/Herzen= 9/2, Abbildung 24 B). 

Dieser Anstieg der Fluoreszenzintensität spiegelt eine Akkumulation des FAM-PDP3 im 

Zellinneren wider und weist somit die Zellpermeabilität des PDP3 in humanen ventrikulären 

Kardiomyozyten nach. 

3.6 Auswirkungen der PP1-Aktivierung auf  das diastolische SR-Ca2+-

Leck und die Frequenz arrhythmischer Ereignisse in der 

terminalen Herzinsuffizienz 

Zur Analyse des diastolischen SR-Ca2+-Lecks unter PP1-Aktivierung wurden in der termina-

len Herzinsuffizienz 25 μmol/l PDP3 auf frisch isolierte linksventrikuläre Kardiomyozyten 

appliziert. Als Kontrollgruppe dienten Kardiomyozyten, welche eine Applikation des inakti-

ven PDP3m in der gleichen Konzentration erfuhren. Tatsächlich zeigte der Vergleich der 

PDP3m-Gruppe mit unbehandelten Kontrollzellen keinen Unterschied in der Ca2+-Spark-

Frequenz (2,2 ± 0,4 vs. 1,8 ± 0,3 μm-1*s-1, p=0,43, n Zellen/Herzen= 44/5 vs. 67/5, Abbil-

dung 25 B), dem SR-Ca2+-Leck (p<0,71, n Zellen/Herzen= 44/5 vs. 67/5, Abbildung 25 C) 
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und dem Max Flux (p=0,75, n Sparks/Herzen= 276/5 vs. 349/5, Abbildung 25 D). Somit 

erscheint die PDP3m-Gruppe als eine geeignete Kontrollgruppe. 
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Abbildung 25: Analyse des diastolischen SR-Ca2+-Lecks unter Einfluss des inaktiven Peptides PDP3m in der 
terminalen Herzinsuffizienz mittels Konfokalmikroskpie (Fluo-3 AM). A: Repräsentative konfokale Linescans 
humaner linksventrikulärer Kardiomyozyten der Kontroll- (Kon) und Interventionsgruppe (PDP3m). 
B-D: Mittelwerte der spontanen Ca2+-Spark-Frequenz (CaSpF), des gesamt kalkulierten SR-Ca2+-Lecks sowie 
des maximalen Ca2+-Flusses aus dem SR (Max Flux) im Rahmen auftretender Ca2+-Sparks (n Zellen/Her-
zen= 67/5 vs. 44/5). *= p<0,05. 

Nach Applikation des aktiven PDP3 zeigte sich in der Konfokalmikroskopie eine um 36 ± 

11 % signifikant erniedrigte Ca2+-Spark-Frequenz (1,4 ± 0,3 vs. 2,2 ± 

0,3 μm-1*s-1, p<0,05, n Zellen/Herzen= 56/8 vs. 61/8, Abbildung 26 B) im Vergleich zu 

PDP3m. Auch die Amplitude diastolischer Ca2+-Sparks war signifikant vermindert (Abfall 

um 6 ± 1 %, 1,5 ± 0,01 vs. 1,6 ± 0,01, p<0,0001, n Sparks/Herzen= 236/8 vs. 397/8, Ab-

bildung 26 C). Zudem zeigte sich durch die PP1-Aktivierung eine erniedrigte Ca2+-Spark-

Breite (Abfall um 23 ± 2 %, 1,9 ± 0,1 vs. 2,4 ± 0,1 μm, p<0,0001, n Sparks/Herzen= 236/8 

vs. 397/8, Abbildung 26 D) sowie Ca2+-Spark-Dauer (Abfall um 32 ± 2 %, 22,0 ± 0,8 vs. 

32,1 ± 1,1 ms, p<0,0001, n Sparks/Herzen= 236/8 vs. 397/8, Abbildung 26 E). Diese Än-

derungen resultierten in der terminalen Herzinsuffizienz in einem signifikant erniedrigten 

diastolischen SR-Ca2+-Leck, welches insgesamt nach PDP3-Applikation um 74 ± 6 % im 

Vergleich zur PDP3m-Gruppe verringert war (p<0,01, n Zellen/Herzen= 56/8 vs. 61/8, 

Abbildung 26 F). Darüber hinaus zeigte sich auch der Max Flux unter PP1-Aktivation signi-

fikant vermindert (p<0,0001, n Sparks/Herzen= 236/8 vs. 397/8, Abbildung 26 G). 
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Abbildung 26: Analyse des diastolischen SR-Ca2+-Lecks unter PP1-Aktivierung mittels 25 µmol/l PDP3 in der 
terminalen Herzinsuffizienz mittels Konfokalmikroskopie (Fluo-3 AM). A: Repräsentative konfokale Linescans 
humaner linksventrikulärer Kardiomyozyten der Kontroll- (PDP3m) und Interventionsgruppe (PDP3). 
B-G: Mittelwerte der spontanen Ca2+-Spark-Frequenz (CaSpF), der Ca2+-Spark-Amplitude (F/F0), der Ca2+-
Spark-Breite, der Ca2+-Spark-Dauer, des gesamt kalkulierten SR-Ca2+-Lecks sowie des maximalen Ca2+-Flusses 
aus dem SR (Max Flux) im Rahmen auftretender Ca2+-Sparks (n Zellen/Herzen= 61/8 vs. 56/8). H: Reprä-
sentative konfokale Linescans arrhythmischer Ereignisse. I-K: Mittelwerte der Frequenz, der Latenzzeit sowie 
der Amplitude (F/F0) arrhythmischer Ereignisse (n Zellen/Herzen= 161/8 vs. 96/8). *= p<0,05. 

Zudem wurde auch unter PDP3-Applikation das spontane Auftreten zellulärer arrhythmi-

scher Ereignisse quantifiziert. Hierbei war die Frequenz arrhythmischer Ereignisse unter 

PP1-Aktivierung signifikant vermindert (Abfall um 46 ± 9 %, 0,6 ± 0,1 vs. 1,2 ± 0,1 μm-1* 

s-1, p<0,001, n Zellen/Herzen= 96/8 vs. 161/8, Abbildung 26 I). Die Latenzzeit bis zum 

Auftreten zellulärer arrhythmischer Ereignisse wurde in der terminalen Herzinsuffizienz 

nicht durch die PP1-Aktivation beeinflusst (1,7 ± 0,2 vs. 1,4 ± 0,2 s, p=0,40, n Zellen/Her-

zen= 39/8 vs. 102/8, Abbildung 26 J).  
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3.7 Auswirkungen der PP1-Aktivierung auf  die systolische Ca2+-

Freisetzung und den SR-Ca2+-Gehalt in der terminalen 

Herzinsuffizienz 

Die Auswirkungen der Aktivierung der PP1 mittels Applikation von 25 μmol/l PDP3 auf 

die systolische Ca2+-Freisetzung sowie den SR-Ca2+-Gehalt wurden an frisch isolierten links-

ventrikulären Kardiomyozyten von Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz mittels Epiflu-

oreszenzmikroskopie analysiert (Abbildung 27). 
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Abbildung 27: Analyse der systolischen Ca2+-Freisetzung sowie des SR-Ca2+-Gehaltes unter PP1-Aktivierung 
mittels 25 µmol/l PDP3 in der terminalen Herzinsuffizienz mittels Epifluoreszenzmikroskopie (Fura-2 AM). 
A: Repräsentative Originalaufnahmen stimulierter Ca2+-Transienten (0,5 Hz) sowie Koffein-induzierter Ca2+-
Transienten (Pfeil symbolisiert Koffein-Applikation) in der Kontroll- (PDP3m) sowie Interventionsgruppe 
(PDP3). B: Mittelwerte der Amplitude stimulierter Ca2+-Transienten (n Zellen/Herzen= 17/4 vs. 14/4). 
C: Mittelwerte der Amplitude Koffein-induzierter Ca2+-Transienten (n Zellen/Herzen= 6/3 vs. 5/3). D: Mit-
telwerte der halbmaximalen Relaxationszeit (RT50, n Zellen/Herzen= 17/4 vs. 14/4). E: Mittelwerte des dias-
tolischen Ca2+-Gehaltes (n Zellen/Herzen= 17/4 vs. 14/4). *= p<0,05. 

Hierbei zeigte sich unter PDP3-Applikation keine signifikante Änderung der systolischen 

Ca2+-Transienten-Amplitude im Vergleich zur PDP3m-Gruppe (F340/F380: 0,15 ± 0,02 vs. 

0,12 ± 0,01, p=0,22, n Zellen/Herzen= 14/4 vs. 17/4, Abbildung 27 B). Auch die halbma-

ximale Relaxationszeit blieb von der PDP3-Applikation unbeeinflusst (RT50, 0,97 ± 0,08 vs. 

0,85 ± 0,06 s, p=0,18, n Zellen/Herzen= 14/4 vs. 17/4, Abbildung 27 D). Ebenso zeigten 

sich keine signifikanten Änderungen des diastolischen Ca2+-Gehaltes nach PP1-Aktivation 

(0,39 ± 0,02 vs. 0,41 ± 0,02, p=0,56, n Zellen/Herzen= 14/4 vs. 17/4, Abbildung 27 E). 

Auch die Amplituden Koffein-induzierter Ca2+-Transienten offenbarten keine Alterationen 

nach PDP3-Applikation (F340/F380: 0,29 ± 0,03 vs. 0,30 ± 0,06, p=0,92, n Zellen/Her-

zen= 5/3 vs. 6/3, Abbildung 27 C). 
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 Diskussion 

In der vorliegenden Arbeit konnte mittels Experimenten in der Konfokal- sowie Epifluores-

zenzmikroskopie eine Vielzahl von Auswirkungen der Modulation der kardialen Serin/Thre-

onin-Phosphatasen PP1 und PP2A auf die Ca2+-Homöostase in der menschlichen Herzer-

krankung aufgezeigt werden. Hierbei resultierte die Inhibition der PP1 und PP2A in der kar-

dialen Hypertrophie mit erhaltener linksventrikulärer EF sowie der terminalen Herzinsuffi-

zienz auf zellulärer Ebene in einer Erhöhung des proarrhythmogenen diastolischen SR-Ca2+-

Lecks sowie der Frequenz zellulärer arrhythmischer Ereignisse. Zudem zeigte sich in diesem 

Kontext eine erhöhte Amplitude stimulierter Ca2+-Transienten sowie ein lediglich in der kar-

dialen Hypertrophie erhöhter SR-Ca2+-Gehalt. Interessanterweise führte die Aktivierung der 

PP1 in der Herzinsuffizienz zu einer starken Reduktion des SR-Ca2+-Lecks sowie der Fre-

quenz zellulärer arrhythmischer Ereignisse, ohne sich hierbei auf die Amplitude oder Kinetik 

der Ca2+-Transienten auszuwirken. Somit stellt die kardiale Aktivierung der PP1 einen inte-

ressanten Mechanismus für eine potenzielle Entwicklung neuer pharmakologischer antiar-

rhythmischer Therapien dar. 

4.1 Vergleich des Ca2+-Stoffwechsels in der kardialen Hypertrophie 

mit erhaltener linksventrikulärer EF und der terminalen 

Herzinsuffizienz 

Zunächst konnte in dieser Arbeit bestätigt werden, dass das SR-Ca2+-Leck in der terminalen 

Herzinsuffizienz im Vergleich zur kardialen Hypertrophie mit erhaltener linksventrikulärer 

EF trotz vermindertem SR-Ca2+-Gehalt signifikant erhöht ist, welches eine sehr stark einge-

schränkte Dichtigkeit der RyR2 in der Progression der menschlichen Herzerkrankung ver-

muten lässt. Diese resultierte folglich auch in einer Verminderung der stimulierten systoli-

schen Ca2+-Transienten-Amplitude in der terminalen Herzinsuffizienz. Die Ergebnisse zei-

gen somit einen in der Herzinsuffizienz stark beeinträchtigten Ca2+-Stoffwechsel und stim-

men mit einer Publikation unserer Arbeitsgruppe aus dem Jahr 2013 überein (Fischer et al. 

2013). Die Verminderungen der Ca2+-Transienten-Amplitude sowie des SR-Ca2+-Gehaltes 

bedingen hierbei, bezogen auf die Gesamtfunktion des Herzens, eine Verminderung der kar-

dialen Pumpfunktion in der Herzinsuffizienz. Das erhöhte SR-Ca2+-Leck bildet die Basis 

einer erhöhten Arrhythmieneigung in der Herzinsuffizienz. 

Zurückzuführen sind die funktionellen Änderungen in der Herzinsuffizienz unter anderem 

auf Änderungen der Proteinexpression sowie der Proteinphosphorylierung. Bereits im Jahr 

2010 konnte unsere Arbeitsgruppe die Ergebnisse einer Vorarbeit von Kirchhefer et al. aus 

dem Jahr 1999 bestätigen und aufzeigen, dass die Expression der CaMKII in humanem in-

suffizienten Myokard erhöht ist (Kirchhefer et al. 1999; Sossalla et al. 2010). Folglich nimmt 

auch die CaMKII-abhängige Phosphorylierung der RyR2 an Position Serin 2815 im Rahmen 

der Transition von der kardialen Hypertrophie zur terminalen Herzinsuffizienz stark zu 
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(Fischer et al. 2013). Dementsprechend führte eine durch Fischer et al. im Jahr 2013 durch-

geführte Inhibition der CaMKII zu einer Reduktion des proarrhythmogenen SR-Ca2+-Lecks. 

Gestützt werden diese Ergebnisse durch weitere Studien, welche zeigen, dass die Hyperpho-

sphorylierung der RyR2 durch die CaMKII zu einer Erhöhung des diastolischen SR-Ca2+-

Lecks führt (Kohlhaas et al. 2006; Maier et al. 2003; Sag et al. 2009; Sossalla et al. 2010; 

Toischer et al. 2010; Zhang et al. 2003). Somit scheint die CaMKII eine Schlüsselrolle in der 

Progression von der kardialen Hypertrophie zur terminalen Herzinsuffizienz einzunehmen 

und über die Hyperphosphorylierung der RyR2 und die daraus resultierende Disruption der 

Ca2+-Homöostase für die erhöhte Arrhythmieneigung und die Verminderung der linksventri-

kulären Pumpfunktion in der Herzinsuffizienz mitverantwortlich zu sein. 

Interessanterweise fanden Fischer et al. zudem heraus, dass die Transition von der kardialen 

Hypertrophie zur terminalen Herzinsuffizienz nicht mit Änderungen der Phosphorylierung 

an der PKA-assoziierten Position Serin 2809 an den RyR2 einhergeht (Fischer et al. 2013). 

Somit führte auch eine PKA-Inhibition in der terminalen Herzinsuffizienz nicht zu einer 

Reduktion des SR-Ca2+-Lecks (Fischer et al. 2013). Dies legt offen, dass die PKA-abhängige 

Phosphorylierung der RyR2 zumindest in der terminalen Herzinsuffizienz nicht mehr me-

chanistisch relevant ist. 

Weiterhin zeigte die Studie aus dem Jahr 2013 auf, dass sich der Phosphorylierungsstatus der 

RyR2 sowohl an der CaMKII- als auch der PKA-assoziierten Position in der kardialen Hy-

pertrophie nicht signifikant von dem einer gesunden Kontrollgruppe unterscheidet. Zudem 

führte eine in diesem Kontext durchgeführte Inhibition beider Proteinkinasen in der kardia-

len Hypertrophie jeweils zu einer Reduktion des SR-Ca2+-Lecks (Fischer et al. 2013). Somit 

scheinen beide Proteinkinasen in die Regulation der RyR2 in der kardialen Hypertrophie 

eingebunden zu sein. Hierbei scheint ein physiologisches Zusammenspiel beider Protein-

kinasen zu existieren, welches im Rahmen der Transition zur terminalen Herzinsuffizienz 

verloren geht. 

Darüber hinaus spielt auch die verminderte Expression der SERCA2a eine wichtige Rolle als 

weiterer relevanter Mechanismus, der zu den aufgezeigten funktionellen Änderungen in der 

Herzinsuffizienz führt. Hierdurch entsteht eine verlangsamte diastolische Ca2+-Elimination, 

welche folglich zu einer Verminderung des SR-Ca2+-Gehaltes sowie einer Erhöhung der di-

astolischen Ca2+-Konzentration beiträgt (Fischer et al. 2013; Hasenfuss 1998; Mercadier et 

al. 1990). Im Rahmen dieser Arbeit konnte allerdings keine Erhöhung der diastolischen Ca2+-

Konzentration in der Herzinsuffizienz detektiert werden. Diese ist jedoch in der Literatur 

vorbeschrieben (Fischer et al. 2013). 

Insgesamt unterstützen die erhobenen Daten dieser Arbeit die von Fischer et al. 2013 pos-

tulierten Zusammenhänge und lassen sich im Kontext der dort durchgeführten molekular-

biologischen Experimente gut verstehen. Zudem stützen sie die Hypothese einer positiven 

Korrelation zwischen der linksventrikulären Ejektionsfraktion und dem SR-Ca2+-Gehalt 

(Lindner et al. 1998). Hierbei ist anzunehmen, dass eine in der terminalen Herzinsuffizienz 
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vorliegende Erhöhung des SR-Ca2+-Lecks über eine diastolische Depletion der SR-Ca2+-Spei-

cher, einen gesteigerten Ca2+-Ionen-Transport nach extrazellulär durch den NCX sowie über 

eine verminderte Expression der SERCA2a zu einer Verminderung des SR-Ca2+-Gehaltes 

führt. Diese Ergebnisse stimmen auch mit verschiedenen Arbeiten an Tiermodellen überein 

(Ai et al. 2005; Belevych et al. 2011; Maier et al. 2003; Sag et al. 2011). 

4.2 Auswirkungen der PP1- und PP2A-Inhibition auf  den Ca2+-

Stoffwechsel in der kardialen Hypertrophie mit erhaltener 

linksventrikulärer EF und der terminalen Herzinsuffizienz 

Die Phosphatase-Inhibition resultierte in den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Ex-

perimenten in der kardialen Hypertrophie mit erhaltener linksventrikulärer EF sowie der ter-

minalen Herzinsuffizienz in einer Erhöhung des diastolischen SR-Ca2+-Lecks und konseku-

tiv in einer Erhöhung der Frequenz zellulärer arrhythmischer Ereignisse. Zudem konnte eine 

erhöhte Amplitude stimulierter systolischer Ca2+-Transienten in beiden Erkrankungen sowie 

eine Erhöhung des SR-Ca2+-Gehaltes in der kardialen Hypertrophie detektiert werden. Diese 

Ergebnisse zeigen deutlich, dass eine Phosphatase-Inhibition in beiden Erkrankungen zu ei-

ner gesteigerten zellulären Arrhythmieneigung führt. Gleichzeitig spricht die erhöhte 

Amplitude stimulierter systolischer Ca2+-Transienten sowie die Erhöhung des SR-Ca2+-Geh-

altes in der kardialen Hypertrophie für eine, trotz eines vermehrten diastolischen Ca2+-Ver-

lustes, verstärkte diastolische Ca2+-Wiederaufnahme in das SR sowie einen potenziell positiv 

inotropen Wirkmechanismus. 

Die in diesem Kontext durchgeführte Phosphatase-Inhibition mittels Okadaic Acid führte 

bekanntlich zu einer Inhibition der beiden Phosphatasen PP1 sowie PP2A (Bialojan und 

Takai 1988; Cohen et al. 1989; Haystead et al. 1989). Folglich stellt sich die Frage, welche 

molekularen Veränderungen durch die verminderte Aktivität der jeweiligen Phosphatasen als 

ursächlich für die dargestellten funktionellen Änderungen zu betrachten sind. 

Auf Ebene der Expressions- und Aktivitätslevel der PP1 sowie PP2A ist zunächst davon 

auszugehen, dass in der kardialen Hypertrophie eine Abnahme der PP2A-Expression sowie 

in der terminalen Herzinsuffizienz – neben der Abnahme der PP2A-Expression – auch eine 

Zunahme der PP1-Expression vorliegt (Eiringhaus et al. 2015; Neumann 2002; Nicolaou 

und Kranias 2009; Wijnker et al. 2011). Diese globalen Expressions- und Aktivitätsdaten 

sagen jedoch nur wenig über die jeweilige Phosphatase-Aktivität in den spezifischen subzel-

lulären Kompartimenten aus. Im Rahmen beider Erkrankungen tritt vermutlich, verglichen 

mit gesundem Myokard, ein Ungleichgewicht zwischen kardialen Kinasen und Phosphatasen 

auf (Eiringhaus et al. 2015; Heijman et al. 2013; Wijnker et al. 2011), welches zu einer Hy-

perphosphorylierung von Zielproteinen wie den RyR2 führt. Eine pharmakologische Inhibi-

tion beider Phosphatasen resultiert folglich in beiden Erkrankungen in einer zusätzlichen 

Verschiebung dieses Ungleichgewichtes. Es entsteht ein Zustand verminderter Phosphatase- 

und übermäßiger Kinaseaktivität. Dieser wirkt sich, je nach subzellulärem Kompartiment, 
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unterschiedlich auf den Phosphorylierungsstatus der jeweiligen Zielproteine aus, was wiede-

rum die beschriebenen funktionellen Änderungen im Ca2+-Stoffwechsel bedingt. Hierbei 

sind die funktionellen Änderungen im Rahmen der Phosphatase-Inhibition vermutlich 

hauptsächlich auf veränderte Phosphorylierungen an den RyR2 sowie an Phospholamban 

(PLB), den beiden wichtigsten Regulationsproteinen des SR, zurückzuführen. 

Das mittels Konfokalmikroskopie gemessene diastolische SR-Ca2+-Leck wird dabei maßgeb-

lich durch den Phosphorylierungsstatus der RyR2 beeinflusst. Während in die Phosphorylie-

rung dieses Zielproteins die CaMKII und die PKA eingebunden sind, wird die Dephospho-

rylierung der RyR2 durch die PP1 und die PP2A vollzogen (Heijman et al. 2013; Marks et al. 

2002; Marx et al. 2000). Da mehr als 70 % der physiologischen Phosphatase-Aktivität am SR 

auf die PP1 zurückzuführen sind, scheint diese auch im Kontext der Regulation des SR-Ca2+-

Lecks eine entscheidende Rolle zu spielen (Neumann 2002). Für eine PP2B-abhängige 

Dephosphorylierung der RyR2 gibt es keine Hinweise (Zou et al. 2011). 

Die PP1 wird über die regulatorische Untereinheit Spinophillin an die RyR2 gebunden und 

in ihrer Aktivität verstärkt (Feng et al. 2000; Marx et al. 2001; Oliver et al. 2002). Interessan-

terweise bindet Spinophillin dabei nicht über das RVxF-Motiv an die PP1, sondern intera-

giert mit dem C-Terminus der Phosphatase und ermöglicht somit weitere Interaktionen mit 

anderen PIPs (Hsieh-Wilson et al. 1999; Weber et al. 2015). Diese Eigenschaften machen 

Spinophillin zu einem interessanten Regulationsprotein der PP1. Im Rahmen einer Studie an 

Spinophillin-Knock-Out-Mäusen (= Ausschaltung des Gens eines Proteins) konnte dessen 

Relevanz für den normalen Ablauf der elektromechanischen Kopplung und das physiologi-

sche kardiale Wachstum gezeigt werden. So führte ein Knock-Out von Spinophillin zu einer 

Reduktion der Kardiomyozyten-Länge und einer Erhöhung der Amplitude systolischer Ca2+-

Transienten bei erhaltener β-adrenerger Stimulation (Petzhold et al. 2011). Eine weitere Stu-

die der Forschungsgruppe um Wehrens et al. zeigte zudem, dass das Knock-Out von Spino-

phillin-1 in einer stark verminderten Interaktion der PP1 mit den RyR2 resultiert, welche sich 

in der deutlich erhöhten Phosphorylierung der RyR2 an der CaMKII-Position Serin 2814, 

nicht aber an der PKA-Position Serin 2808, zeigte (Chiang et al. 2014). Funktionelle Experi-

mente offenbarten folglich eine erhöhte diastolische Offenwahrscheinlichkeit der RyR2, wel-

che anhand einer signifikant erhöhten Ca2+-Spark-Frequenz quantifiziert werden konnte und 

durch eine CaMKII-Inhibition reversibel war (Chiang et al. 2014). Insgesamt konnte aufge-

zeigt werden, dass eine Dysregulation der PP1-Spinophillin-Interaktion im Rahmen der pa-

thophysiologischen Mechanismen des Vorhofflimmerns eine Rolle zu spielen scheint. Die 

Ergebnisse dieser Studie sind gerade im Hinblick auf die in der vorliegenden Arbeit erzielten 

Resultate als besonders wertvoll zu erachten. Sie bestätigen einerseits, dass eine Inhibition 

der PP1-Aktivität an den RyR2 zu einer Zunahme der zellulären Arrhythmieneigung, im 

Sinne einer erhöhten Ca2+-Spark-Frequenz führt, sowie andererseits, dass zusätzlich eine Er-

höhung der Amplitude systolischer Ca2+-Transienten resultiert. Gleichzeitig zeigen sie auf, 

dass die fehlende PP1-Aktivität an den RyR2 auf molekularer Ebene zu einer Potenzierung 

der Wirkung der CaMKII führt und erklären somit die beobachteten Veränderungen der 
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funktionellen Parameter beider im Rahmen dieser Arbeit betrachteten kardialen Erkrankun-

gen unter der Applikation von Okadaic Acid. Die Potenzierung der Wirkung der CaMKII 

könnte dabei theoretisch auch durch eine verminderte Inaktivierung der CaMKII erklärt 

werden, da die Desphosphorylierung von Threonin 286 an der CaMKII, welche PP1-, PP2A- 

sowie PP2C-abhängig geschieht, im Rahmen der durchgeführten Phosphatase-Inhibition 

mittels Okadaic Acid kompromittiert sein dürfte. 

Des Weiteren können die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit durch eine vorhergehende 

Studie gestützt werden, welche sich mit der Regulation des endogenen PP1-Inhibitors Inhi-

bitor-1 (I1) beschäftigt hat. So zeigten Wittköpper et al., dass eine moderate Überexpression 

des I1, welche folglich ebenfalls zu einer Verminderung der PP1-Aktivität führte, in einer 

Kontraktilitätssteigerung, einer Erhöhung der Arrhythmieneigung sowie einer erhöhten Be-

reitschaft zur Entwicklung einer Katecholamin-induzierten kardialen Dysfunktion mündete 

(Wittköpper et al. 2010). Auf molekularer Ebene resultierte die I1-Überexpression dabei in 

einer vermehrten Phosphorylierung der RyR2 an der CaMKII-Position Serin 2815, welche 

funktionell zu einem erhöhten SR-Ca2+-Leck führte (Wittköpper et al. 2010). Ebenfalls zeigte 

sich eine vermehrte Phosphorylierung von PLB an Position Serin 16, welche vermutlich in-

direkt die Kontraktilität über die Steigerung der SERCA-Aktivität erhöhte (Wittköpper et al. 

2010). Folglich weist auch diese indirekte Inhibition der Phosphatase-Aktivität vergleichbare 

Auswirkungen wie die in dieser Arbeit durchgeführte direkte Phosphatase-Inhibition mittels 

Okadaic Acid auf die kardiale Funktion sowie den Ca2+-Stoffwechsel auf und stützt somit die 

Beobachtung, dass eine erniedrigte Phosphatase-Aktivität in einer erhöhten Arrhythmienei-

gung resultiert. 

Mechanistisch lässt sich das vermehrte Auftreten arrhythmischer Ereignisse unter Phospha-

tase-Inhibition aus der pathologischen Erhöhung des SR-Ca2+-Lecks ableiten. So kommt es 

durch das erhöhte SR-Ca2+-Leck unter Phosphatase-Inhibition zunächst zu einem Anstieg 

der diastolischen Ca2+-Konzentration. Beides konnte in den durchgeführten Experimenten 

der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden. In der Folge resultiert durch Stimulation des 

Vorwärtsmodus des NCX ein Netto-Einwärtsstrom positiver Ladungen (transienter Ein-

wärtsstrom; Ti), welcher zur Depolarisation des Membranpotenzials und Entstehung später 

Nachdepolarisationen führen kann. 

Neben der PP1 ist auch die PP2A in die Regulation des Phosphorylierungsstatus der RyR2 

eingebunden. Sie scheint hierbei jedoch eine weniger ausschlaggebende Funktion einzuneh-

men, da sie physiologischerweise lediglich etwa 30 % der Phosphatase-Aktivität am SR aus-

macht und zudem sowohl in der kardialen Hypertrophie als auch in der Herzinsuffizienz 

zusätzlich in ihrer Expression vermindert ist (Heijman et al. 2013; Neumann 2002; Weber et 

al. 2015). Dennoch ist davon auszugehen, dass sich eine Inhibition der Restaktivität der 

PP2A im Rahmen beider in dieser Arbeit betrachteten Herzerkrankungen ebenfalls auf die 

gemessenen funktionellen Parameter des Ca2+-Stoffwechsels auswirkt. Während der tatsäch-
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liche funktionelle Beitrag der PP2A an der menschlichen Herzerkrankung nur wenig verstan-

den ist, werden die physiologischen Regulationsmechanismen der PP2A zunehmend ent-

schlüsselt. Die PP2A wird dabei über ein komplexes System regulatorischer Untereinheiten 

reguliert, wobei einzelne Holoenzyme entsprechend der regulatorischen Untereinheiten sub-

zellulären Kompartimenten zugeordnet werden können und über spezifische posttranslatio-

nale Methylierung und Phosphorylierung in ihrer Zusammensetzung modifiziert werden (De 

Grande et al. 2013). Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass die regulatorische Un-

tereinheit B56α einen autoinhibitorischen Effekt auf die PP2A besitzt und die kardiale PP2A-

Aktivität somit direkt beeinflusst (Heijman et al. 2013; Little et al. 2015). Hierbei resultierte 

eine experimentelle Reduktion der B56α-Expression im Mausmodell auf 50 % des physiolo-

gischen Levels in einer erhöhten PP2A-Aktivität und folglich in einer Reduktion der spon-

tanen Ca2+-Spark-Frequenz sowie der Ca2+-Wave-Frequenz (= arrhythmische, fluoreszenz-

mikroskopisch detektierbare Ca2+-Wellen) nach β-adrenerger Stimulation (Little et al. 2015). 

Diese funktionellen Änderungen konnten im Rahmen der Studie von Little et al. durch eine 

Verminderung der Phosphorylierung der RyR2 an den Positionen Serin 2808 sowie Se-

rin 2814 erklärt werden. Zudem konnte eine Erhöhung der Amplitude stimulierter systoli-

scher Ca2+-Transienten sowie eine Zunahme des SR-Ca2+-Gehaltes durch diese indirekte 

PP2A-Aktivierung beobachtet werden, welche allerdings nicht auf eine Veränderung der 

Phosphorylierung von Phospholamban an Position Serin 16 oder Threonin 17 zurückzufüh-

ren war, sondern eher als Folge eines verminderten diastolischen Ca2+-Verlustes zu betrach-

ten ist (Little et al. 2015). Diese Ergebnisse lassen schlussfolgern, dass die PP2A tatsächlich 

auch in die funktionelle Regulation der kardialen Ca2+-Homöostase eingebunden ist und eine 

indirekte Aktivierung der PP2A protektive Effekte auf den Ca2+-Stoffwechsel bewirkt. Daher 

ist davon auszugehen, dass die in dieser Arbeit durchgeführte anteilige Inhibition der PP2A 

mittels Okadaic Acid einen gegenteiligen Effekt bedingt und somit tendenziell zur Disruption 

des Ca2+-Stoffwechsels und konsekutiv der beobachteten erhöhten zellulären Arrhythmienei-

gung beiträgt. 

Insgesamt scheinen folglich sowohl die Verminderung der PP1- als auch der PP2A-Aktivität 

für die in der Konfokalmikroskopie gemessenen funktionellen Veränderungen der Ca2+-

Spark-Parameter sowie der zellulären Arrhythmieneigung im Rahmen der Phosphatase-Inhi-

bition mittels Okadaic Acid funktionell relevant zu sein. Hierbei ist der Verminderung der 

PP1-Aktivität, aufgrund ihres erheblich größeren Anteils an der Phosphatase-Aktivität, ver-

mutlich eine größere Rolle in der Disruption des Ca2+-Stoffwechsels zuzuschreiben. Eine 

besondere funktionelle Relevanz scheint dabei der daraus resultierenden vermehrten Phos-

phorylierung der RyR2 an der CaMKII-Position zuzukommen. Dies gilt es in weiterführen-

den Studien zu verifizieren. 

In den Mechanismus der diastolischen Ca2+-Wiederaufnahme in das SR während der Relaxa-

tion der Kardiomyozyte sind die SERCA2a und indirekt auch Phospholamban als wichtige 

regulatorische Proteine eingebunden. Die Steuerung der Ca2+-Elimination wird dabei auf 
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Seite der Phosphatasen hauptsächlich durch die PP1 ausgeführt, welche über die regulatori-

schen Untereinheiten RGL oder HSP20 an die inhibitorische SERCA2a-Untereinheit Phos-

pholamban gebunden wird und für die Dephosphorylierung an Position Serin 16 sowie Thre-

onin 17 verantwortlich ist (Aye et al. 2012; Berrebi-Bertrand et al. 1998). Diese führt folglich 

zu einer Steigerung der inhibitorischen Wirkung von Phospholamban auf die SERCA2a. Im 

Kontext der in dieser Arbeit durchgeführten Phosphatase-Inhibition, ist daher eine gestei-

gerte Phospholamban-Phosphorylierung zu erwarten, welche wiederum über eine vermin-

derte inhibitorische Wirkung von Phospholamban zu einer Steigerung der diastolischen Ca2+-

Wiederaufnahme in das SR führt (Berrebi-Bertrand et al. 1998). Durch die effektive Ca2+-

Elimination ist zudem eine Erhöhung des SR-Ca2+-Gehaltes zu erwarten, welche in der Folge 

auch eine gesteigerte systolische Ca2+-Freisetzung, im Sinne einer erhöhten Ca2+-Transien-

ten-Amplitude, ermöglicht. Diese molekularen Mechanismen erklären die in der vorliegen-

den Arbeit ermittelte erhöhte Amplitude systolischer Ca2+-Transienten in der kardialen Hy-

pertrophie sowie der terminalen Herzinsuffizienz unter Phosphatase-Inhibition. Der zudem 

beobachtete Anstieg des SR-Ca2+-Gehaltes in der kardialen Hypertrophie lässt sich durch 

diese Mechanismen ebenso nachvollziehen. Die fehlende Erhöhung des SR-Ca2+-Gehaltes 

in der terminalen Herzinsuffizienz kann durch die in dieser Erkrankung verminderte 

SERCA2a-Expression und die folglich verminderte Ca2+-Transportkapazität erklärt werden 

(Hasenfuss 1998; Mercadier et al. 1990). 

Der Beitrag der PP2A an der Regulation der SERCA2a-Aktivität ist aufgrund der geringen 

Aktivität der PP2A, im Vergleich zur PP1, in den betrachteten kardialen Erkrankungen mut-

maßlich als vergleichbar geringfügig anzusehen (Weber et al. 2015). Inwiefern zudem der 

NCX im Rahmen der diastolischen Ca2+-Elimination über den Phosphorylierungsstatus re-

guliert wird, ist derzeit noch nicht abschließend geklärt (Heijman et al. 2013). 

Somit lassen sich die ermittelten Veränderungen der funktionellen Parameter in der Epiflu-

oreszenzmikroskopie im Rahmen der Phosphatase-Inhibition mittels Okadaic Acid in beiden 

betrachteten Erkrankungen ebenfalls auf die Inhibition der PP1 sowie der PP2A zurückfüh-

ren und durch gesicherte Erkenntnisse mechanistisch gut nachvollziehen. Eine Inhibition 

der PP1 scheint dabei einerseits zwar zu einer Verbesserung der zellulären Kontraktilität im 

Sinne eines positiv inotropen Mechanismus zu führen, andererseits jedoch insgesamt keine 

vorteilhaften Wirkungen auf den Ca2+-Stoffwechsel zu haben, da sie darüber hinaus in einer 

erhöhten zellulären Arrhythmieneigung, einer kardialen Dysfunktion sowie einem struktu-

rellen Remodelling (= Umbauprozess des kardialen Gewebes) mündet (Biesiadecki und Ziolo 

2015). 

Zusammenfassend betrachtet, scheint daher auch die im Rahmen dieser Arbeit durchge-

führte Inhibition der PP1 und PP2A das Risiko der Entwicklung kardialer Arrhythmien so-

wie der Progression der Herzinsuffizienz zu erhöhen und stellt daher keinen relevanten Me-

chanismus zur Entwicklung zukünftiger Therapieansätze für die betrachteten menschlichen 
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Herzerkrankungen dar. Inwiefern hingegen eine Aktivierung der PP1 eine einen wünschens-

werten Therapieansatz für die menschliche Herzerkrankung darstellen kann, wird im Fol-

genden tiefergehend erörtert. 

4.3 Auswirkungen der PP1-Aktivierung auf  den Ca2+-Stoffwechsel in 

der terminalen Herzinsuffizienz 

Nachdem die pharmakologische Inhibition der PP1 und PP2A in einer Steigerung der zellu-

lären Arrhythmieneigung resultierte, stellte sich in der Folge die Frage, ob die pharmakolo-

gische Aktivierung der PP1 zu einer Reduktion der zellulären Arrhythmieneigung führt. Zur 

Beantwortung dieser Frage konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmalig eine spezifische Akti-

vierung der PP1 im kardiovaskulären System realisiert werden. Hierfür wurde das PP1-akti-

vierende Peptid PDP3 verwendet (Chatterjee et al. 2012). Der erbrachte Nachweis der intra-

zellulären Akkumulation des Peptides PDP3 in humanen Kardiomyozyten stellt dabei die 

Grundlage für die Annahme dar, dass die erhobenen Ergebnisse tatsächlich durch die Mo-

dulation der PP1-Aktivität bedingt sind. 

Die selektive PP1-Aktivierung resultierte in den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten 

Experimenten an Kardiomyozyten von Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz in einer 

Reduktion des proarrhythmogenen diastolischen SR-Ca2+-Lecks sowie der Frequenz zellulä-

rer arrhythmischer Ereignisse. Da hierbei keine Änderungen in der Kinetik systolischer Ca2+-

Transienten sowie des SR-Ca2+-Gehaltes auftraten, offenbaren diese Ergebnisse folglich ei-

nen protektiven Effekt der PP1-Aktivierung auf die Ca2+-Homöostase, im Sinne einer Ab-

nahme der zellulären Arrhythmieneigung, bei potenziell gleichbleibender Kontraktilität. 

Hierbei erscheinen primär die zugrundeliegenden Mechanismen interessant, welche auf mo-

lekularer Ebene durch die Aktivierung der PP1 die funktionell ermittelbaren Änderungen 

bewirken. 

Das konfokalmikroskopisch detektierte diastolische SR-Ca2+-Leck wird, wie in Kapitel 4.2 

beschrieben, vor allem durch den Phosphorylierungsstatus der RyR2 beeinflusst, welcher 

wiederum auf Seite der dephosphorylierenden Phosphatasen hauptsächlich durch die PP1-

Aktivität reguliert wird. Die Aktivierung der PP1 mittels des Peptids PDP3 scheint hierbei 

vermutlich zu einer vermehrten Dephosphorylierung der entsprechenden Zielproteine Se-

rin 2808 und Serin 2815 an den RyR2 zu führen und somit funktionell der in der Herzinsuf-

fizienz überwiegenden Kinaseaktivität entgegenzuwirken, was wiederum in einer Stabilisie-

rung der RyR2 resultiert. Da bekannt ist, dass eine pharmakologische Inhibition der CaMKII 

zu einer Reduktion des SR-Ca2+-Lecks führt (Fischer et al. 2013; Sossalla et al. 2010), lässt 

sich folglich nachvollziehen, dass eine der CaMKII entgegenwirkende Aktivierung der PP1 

ähnliche Resultate bewirken kann. Die Stabilisierung der RyR2 stellt dabei die Grundlage für 

ein vermindertes Auftreten arrhythmischer Ereignisse unter PP1-Aktivierung dar. Durch das 

verminderte diastolische SR-Ca2+-Leck wird ein Anstieg der diastolischen Ca2+-Konzentra-
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tion und die Auslösung zellulärer arrhythmischer Ereignisse, vornehmlich später Nachdepo-

larisationen, verhindert. Im Rahmen pathologisch erhöhter Kinaseaktivität führt der Anstieg 

der diastolischen Ca2+-Konzentration hingegen zur Stimulation des Vorwärtsmodus des 

NCX, woraus ein Netto-Einwärtsstrom positiver Ladungen (transienter Einwärtsstrom; Ti) 

entsteht, welcher zur Depolarisation des Membranpotenzials und folglich zur Entstehung 

später Nachdepolarisationen führen kann (Rosen 1983; Song et al. 2008; Voigt et al. 2012). 

Somit lässt sich die in dem Kontext der PP1-Aktivierung beobachtete Reduktion der zellu-

lären Arrhythmieneigung auf theoretischer Ebene gut verstehen, bedarf aber zur endgültigen 

Klärung der involvierten molekularen Mechanismen weiterführender Studien auf molekular-

biologischer Ebene. 

In den Mechanismus der diastolischen Ca2+-Elimination sind als wichtige regulatorische Pro-

teine die SERCA2a und indirekt auch Phospholamban eingebunden (siehe Kapitel 4.2). Hier-

bei wird die lokale Kinaseaktivität am SR in der Herzinsuffizienz vorrangig durch die PP1 

antagonisiert (Aoyama et al. 2011; Neumann 2002). Bei der Betrachtung der systolischen und 

diastolischen Ca2+-Kinetik in dieser Arbeit, zeigten sich im Rahmen der erfolgten Messungen 

in der Epifluoreszenzmikroskopie keinerlei Änderungen der betrachteten Parameter unter 

PDP3-Applikation. So waren die Amplitude systolischer Ca2+-Transienten, die halbmaximale 

Eliminationszeit (RT50), die diastolische Ca2+-Konzentration sowie der SR-Ca2+-Gehalt 

trotz Aktivierung der PP1 unverändert. Diese Ergebnisse sind insbesondere im Hinblick auf 

einen möglichen zukünftigen Einsatz von PDP3 oder ähnlichen Peptiden zur Behandlung 

kardialer Arrhythmien als sehr interessant zu erachten, da davon auszugehen ist, dass diese 

bei unveränderter Ca2+-Kinetik keine negativ inotropen Auswirkungen haben. Über die ge-

nauen molekularen Mechanismen, die zu diesem Phänotyp führen, lassen sich zu diesem 

Zeitpunkt nur Vermutungen anstellen. Eine mögliche Erklärung für die fehlenden Auswir-

kungen der durch die Applikation von PDP3 erfolgten PP1-Aktivierung, wäre eine unter-

schiedlich starke Aktivierung der verschiedenen PP1-Isoformen. Diese weisen verschiedene 

subzelluläre Lokalisationsspezifitäten auf, wobei die PP1γ hauptsächlich für die Regulation 

der RyR2 verantwortlich zu sein scheint, während die PP1β vor allem die SERCA2a sowie 

Phospholamban reguliert (Aoyama et al. 2011). In der Zellkultur konnte diesbezüglich ge-

zeigt werden, dass unter allen PP1-Isoformen, die PP1β am stärksten in die Regulation der 

diastolischen Ca2+-Elimination involviert zu sein scheint. So resultierte lediglich der Knock-

Down von PP1β (= Hinabregulation des Gens eines Proteins) in einer Erhöhung der 

Amplitude systolischer Ca2+-Transienten sowie des SR-Ca2+-Gehaltes (Aoyama et al. 2011). 

Eine nur geringfügige oder komplett fehlende Aktivierung der PP1β könnte folglich die un-

veränderte Ca2+-Kinetik unter PDP3-Applikation erklären. Für die genaue Klärung der hier 

zu Grunde liegenden molekularen Mechanismen sind jedoch weitere Studien erforderlich. 

Zudem ist die Wirkung des PDP3 auch von der in der Herzinsuffizienz vorliegenden Bin-

dungsaffinität der katalytischen Untereinheit der PP1 zu den jeweiligen inhibitorischen Phos-

phatase-Interacting-Proteins, also den regulatorischen Untereinheiten, abhängig. Beim Vorliegen 
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lokal unterschiedlicher Bindungsaffinitäten ist somit eine subzellulär unterschiedliche Ver-

drängung der Phosphatase-Interacting-Proteins durch Blockierung der RVxF-Motiv-Bindestelle 

an der PP1 über das RVxF-Motiv tragende PDP3-Peptid vorstellbar. Dieser theoretische 

Ansatz könnte somit ebenfalls die unterschiedliche subzelluläre Wirkung der durchgeführten 

PP1-Aktivierung erklären. 

Weitere Erkenntnisse, welche für die Einordnung der Ergebnisse dieser Arbeit in den wis-

senschaftlichen Kontext relevant erscheinen, wurden auf dem Gebiet der Modulation der 

endogenen Phosphatase-Inhibitoren gewonnen. Hierbei wurde sich vor allem auf die Regu-

lation von Inhibitor-1 (I1) konzentriert (Weber et al. 2015). In zwei verschiedenen Studien 

an Inhibitor-1-Knock-Out-Mäusen konnte durch das Fehlen von Inhibitor-1 entweder keine 

oder lediglich eine geringfügige Verminderung der kardialen Kontraktilität bei gleichzeitig 

verminderter Antwort auf β-adrenerge Stimulation beobachtet werden (Carr et al. 2002; El-

Armouche et al. 2008). Die Studie von El-Armouche et al. aus dem Jahr 2008 konnte dies-

bezüglich aufzeigen, dass ein Inhibitor-1-Knock-Out einen Schutzmechanismus gegen β-adr-

energe Überstimulation darstellt, ohne dabei maladaptive Auswirkungen mit sich zu bringen. 

Hierbei traten durch den Inhibitor-1-Knock-Out keine Änderungen in dem Proteinlevel der 

PP1 auf, jedoch wurden Veränderungen im Phosphorylierungsstatus ihrer spezifischen Ziel-

proteine detektiert. Somit erscheint das Fehlen von Inhibitor-1 mechanistisch mit der in die-

ser Arbeit durchgeführten PP1-Aktivation vergleichbar (El-Armouche et al. 2008). Im Rah-

men der Studie von El-Armouche et al. resultierte das Fehlen von Inhibitor-1 in einer ver-

minderten Phosphorylierung der RyR2 an Position Serin 2815 sowie des Phospholambans 

an Position Serin 16 (El-Armouche et al. 2008). Hierbei gehen die Autoren davon aus, dass 

die Kombination der daraus resultierenden ineffektiveren diastolischen Ca2+-Elimination 

und des verminderten SR-Ca2+-Lecks vermutlich zu der Entstehung eines neuen Gleichge-

wichts von Ca2+-Freisetzung und Ca2+-Wiederaufnahme auf einem niedrigeren Level führt 

(El-Armouche et al. 2008). Diese Ergebnisse beschreiben folglich ebenfalls eine Stabilisie-

rung der Ca2+-Homöostase durch eine PP1-Modulation und stützen somit die in dieser Ar-

beit im Rahmen der direkten PP1-Aktivation ermittelten Resultate. Dennoch muss beachtet 

werden, dass sich die beiden Mechanismen der PP1-Modulation auf molekularer Ebene deut-

lich unterscheiden und die Regulation der PP1 über den endogenen Inhibitor-1 komplexen 

Regelkreisen unterliegt, deren Dysregulation im Rahmen eines Fehlens von Inhibitor-1 noch 

nicht endgültig verstanden ist (Weber et al. 2015). Beide Mechanismen zur PP1-Aktivation 

scheinen jedoch relevante Strategien darzustellen, um zumindest unter experimentellen Be-

dingungen, eine Reduktion der zellulären Arrhythmieneigung zu erzielen. Somit erscheint es 

konsequent, dass neben der Entwicklung weiterer Peptide zur direkten pharmakologischen 

Aktivierung der PP1, in den vergangenen Jahren auch Peptide zur pharmakologischen Inhi-

bition von Inhibitor-1 entwickelt wurden (Chatterjee und Koehn 2013; Sotoud et al. 2015). 

Insgesamt sind die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse der erstmals im kardi-

ovaskulären System angewendeten direkten PP1-Aktivation gut in den Kontext des bisheri-
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gen Wissenstandes integrierbar. Dabei stellt die PP1-Aktivation aufgrund ihrer antiarrhyth-

mischen Wirkung auf zellulärer Ebene einen interessanten Ansatzpunkt für die Entwicklung 

zukünftiger Therapieansätze in der Behandlung kardialer Arrhythmien dar und bedarf folg-

lich weiterer wissenschaftlicher Untersuchungen. 

4.4 Limitationen der Arbeit 

Einen großen Vorteil der vorliegenden Arbeit stellt die Verwendung von humanem explan-

tiertem Myokard im Rahmen der durchgeführten funktionellen Experimente dar. Somit kön-

nen im Vergleich zu Experimenten an Tiermodellen unerwünschte speziesspezifische Wir-

kungen ausgeschlossen und eine Übertragbarkeit auf die Therapie der menschlichen Herz-

erkrankung gewährleistet werden. Gleichzeitig ergeben sich aus der Verwendung von huma-

nem Myokard aber auch Limitationen, da längere ischämische Phasen während des Gewe-

betransports und der Zellisolation die posttranslationale Modifikation von Proteinen verän-

dern und somit zu Abweichungen der Ca2+-Homöostase vom ursprünglichen Zustand füh-

ren können (Fischer et al. 2013). Dieser Tatsache wurde durch eine bestmögliche Minimie-

rung des ischämischen Schadens nach der operativen Myokardentnahme begegnet, indem 

die Myokardproben zur Protektion des Gewebes schnellstmöglich in Kardioplegie transfe-

riert und schließlich unter Kühlung transportiert wurden. 

Im Rahmen funktioneller Messungen wurden in dieser Arbeit verschiedene Enzyme in ihrer 

Aktivität moduliert. Da sich diese Experimente lediglich über kurze Zeitspannen erstreckten, 

konnten nur akute Effekte der Enzym-Modulation ermittelt werden. Langzeiteffekte der je-

weiligen Enzym-Modulation bleiben somit unklar und sollten Gegenstand zukünftiger For-

schung sein. 

Auch bezüglich der in dieser Arbeit angewendeten pharmakologischen Substanzen existieren 

einige Limitationen. So wurde das Toxin Okadaic Acid im Rahmen dieser Arbeit hauptsäch-

lich als konzentrationsabhängiger Inhibitor der PP1 sowie PP2A betrachtet. Dennoch 

scheint es auch Auswirkungen auf die PP4, die PP5 sowie möglicherweise auf die PP6 zu 

haben (Swingle et al. 2007). Zudem kann die Verminderung der Phosphatase-Aktivität auch 

in pleiotropen Effekten resultieren, da die involvierten Phosphatasen in diverse zelluläre Re-

gulationsmechanismen eingebunden sind (Chatterjee und Koehn 2013). Diese wurden im 

Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht weiter untersucht. 

Aufgrund der limiterten Verfügbarkeit des Peptids PDP3 wurden außerdem zwei 

verschiedene Protokolle in den Experimenten zur Phosphatase-Inhibition (Superfusions-

Protokoll) und Phosphatase-Aktivierung (Mediumaustausch-Protokoll) verwendet. Daher 

können Protokoll-bedingte Unterschiede der Ca2+-Homöostase nicht ausgeschlossen 

werden. Da jedoch die Interventionsgruppen der einzelnen Protokolle ausschließlich mit den 

Kontrollgruppen desselben Protokoll-Typs verglichen wurden, sind keine Auswirkungen auf 

die Ergebnisse der durchgeführten Enzym-Modulation zu erwarten. 



4 Diskussion 74 

4.5 Ausblick und klinische Relevanz 

Die adäquate pharmakologische Therapie der Herzinsuffizienz stellt eine große Herausfor-

derung in der gegenwärtigen Medizin dar. Obwohl eine Vielzahl etablierter Therapieverfah-

ren existiert, sind die Prävalenz sowie die Mortalität dieser Erkrankung immer noch sehr 

hoch. Seit der Einführung der β-Blocker sowie der ACE-Hemmer gegen Ende der 1990er 

Jahre sind, mit Ausnahme der Entwicklung des Angiotensin-Rezeptor-Neprilysin-Inhibitors 

(ARNI) LCZ696 und der Verifikation dessen mortalitätsreduzierender Wirkung im Rahmen 

der PARADIGM-Studie im Jahre 2013, in prognostischer Hinsicht nur geringfügige Fort-

schritte in der Weiterentwicklung der Pharmakotherapie erzielt worden. Somit erscheinen 

die genaue Erschließung der Pathophysiologie der Herzinsuffizienz, die Entdeckung neuer 

pharmakologischer Angriffspunkte sowie die Entwicklung der entsprechenden Pharmazeu-

tika als Grundlage für eine zukünftige Verbesserung der etablierten Therapiekonzepte und 

eine hieraus resultierende Morbiditäts- und Mortalitätsreduktion. 

In den vergangenen Jahren konnte gezeigt werden, dass die Entstehung der Herzinsuffizienz 

sowie die damit einhergehende Entwicklung kardialer Arrhythmien auf zellulärer Ebene mit 

einer Dysregulation des Ca2+-Stoffwechsels einhergeht, welche unter anderem durch die in 

diesem Kontext verstärkte Proteinkinase-Aktivität der CaMKII bedingt ist (Fischer et al. 

2013; Zhang et al. 2003). Diese Arbeit beleuchtet erstmalig auch die funktionelle Rolle der 

Gegenspieler der kardialen Proteinkinasen, sprich der Phosphatasen, hinsichtlich ihres Bei-

trags an der Regulation des Ca2+-Stoffwechsels in der menschlichen Herzerkrankung. Hierbei 

konnte gezeigt werden, dass eine selektive Aktivierung der PP1 zu einer Verringerung der 

zellulären Arrhythmieneigung führt, ohne dabei die systolische Ca2+-Freisetzung zu limitie-

ren. Bezüglich einer zukünftig denkbaren Anwendung der im Rahmen dieser Arbeit durch-

geführten Phosphatase-Aktivation ist besonders das Fehlen negativer Auswirkungen auf die 

systolische Ca2+-Freisetzung hervorzuheben, da diese Eigenschaft von einem Antiarrhythmi-

kum gewünscht wird und bislang zu dem nebenwirkungsreichen Klasse-III-Antiarrhythmi-

kum Amiodaron kein alternatives pharmakologisches Therapeutikum zur Behandlung von 

Arrhythmien bei reduzierter Ejektionsfraktion existiert (McMurray et al. 2012). Somit kann 

die selektive PP1-Aktivation theoretisch als möglicher, zukünftig relevanter Mechanismus 

zur Therapie von Arrhythmien im Rahmen der Herzinsuffizienz angesehen werden. Den-

noch erscheint eine zeitnahe Anwendung von Phosphatase-Modulatoren außerhalb der ex-

perimentellen Anwendung in vitro derzeit unwahrscheinlich, da die PP1 in diverse zelluläre 

Prozesse involviert ist, keine ausreichende Substratspezifität aufweist und ihr Vorkommen 

nicht nur auf das Myokard beschränkt ist (Peti et al. 2013). Die Zielprotein-spezifische kar-

diale Modulation der PP1-Aktivität in vivo stellt folglich aktuell eine große Herausforderung 

dar und bedarf zukünftig deutlicher wissenschaftlicher Fortschritte. Daher wird als Alterna-

tive zur Modulation der Phosphatase-Aktivität derzeit die gezielte posttranslationale Modu-

lation von Zielproteinen der PP1 in der wissenschaftlichen Literatur diskutiert (Biesiadecki 

und Ziolo 2015). 
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Insgesamt hilft diese Arbeit dennoch dabei, die in die Disruption der Ca2+-Homöostase in-

volvierten Pathomechanismen weiter zu verstehen und bietet zukünftigen Studien eine gute 

Grundlage zur weiteren Erforschung der kardialen Ca2+-Homöostase. 
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 Zusammenfassung/Summary 

Die Entwicklung der Herzinsuffizienz geht mit Störungen der Ca2+-Homöostase einher, wel-

che sich folglich negativ auf die elektromechanische Kopplung auswirken. Begründet sind 

diese unter anderem in einem Ungleichgewicht regulatorischer kardialer Proteinkinasen und 

Phosphatasen. Während die Rolle der Proteinkinasen in den vergangenen Jahrzehnten inten-

siv erforscht wurde, gibt diese Arbeit zum ersten Mal einen Einblick in die Rolle der Phos-

phatasen bei der Entstehung der menschlichen Herzinsuffizienz sowie kardialer Arrhyth-

mien. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde humanes Myokard von Patienten mit kardialer 

Hypertrophie mit erhaltener linksventrikulärer Ejektionsfraktion sowie von Patienten mit 

terminaler Herzinsuffizienz für fluoreszenzmikroskopische Experimente verwendet.  

Eine umfangreiche Untersuchung des Ca2+-Stoffwechsels in der kardialen Hypertrophie 

zeigte zunächst ein stark erhöhtes proarrhythmogenes SR-Ca2+-Leck durch die Inhibition der 

PP1 und PP2A mittels Okadaic Acid. Gleichzeitig zeigten sich eine ebenfalls signifikant er-

höhte Frequenz zellulärer arrhythmischer Ereignisse sowie eine erhöhte Amplitude stimu-

lierter Ca2+-Transienten und ein erhöhter SR-Ca2+-Gehalt. 

In der Herzinsuffizienz führte die Inhibition der PP1 und PP2A zu einer noch stärkeren 

Erhöhung des SR-Ca2+-Lecks und der Frequenz zellulärer arrhythmischer Ereignisse. Die 

Amplitude stimulierter Ca2+-Transienten wurde auch in der Herzinsuffizienz signifikant 

durch die Inhibition der PP1 und PP2A erhöht, der SR-Ca2+-Gehalt blieb interessanterweise 

unverändert. Die erstmalig durchgeführte kardiale Aktivierung der PP1 mittels des Peptids 

PDP3 erzielte in der Herzinsuffizienz eine starke Reduktion des SR-Ca2+-Lecks und der Fre-

quenz zellulärer arrhythmischer Ereignisse. Dabei ergaben sich unter Aktivierung der PP1 

keine negativen Auswirkungen auf die Amplitude stimulierter Ca2+-Transienten und den SR-

Ca2+-Gehalt. 

Zusammenfassend verdeutlicht diese Arbeit erstmalig die funktionelle Rolle der Phosphata-

sen für die Regulation der Ca2+-Homöostase in der menschlichen Herzerkrankung. Dabei 

konnte aufgezeigt werden, dass eine Modulation der Phosphatasen starke Auswirkungen auf 

die Ca2+-Homöostase hat. Während eine Inhibition der PP1 und PP2A zu einer Steigerung 

der zellulären Arrhythmieneigung führt, stellt die Aktivierung der PP1 einen vielversprechen-

den neuen Ansatzpunkt dar, eine in der Herzinsuffizienz pathologisch erhöhte Kinaseaktivi-

tät zu antagonisieren und somit das arrhythmogene SR-Ca2+-Leck zu vermindern. 
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Disruption of Ca2+-homeostasis is a key pathomechanism in the development of heart failure 

by compromising EC-coupling. While the role of respective kinases has been extensively 

studied during the last decades, the contribution of conversely acting serine/threonine phos-

phatases to arrhythmias in structural heart disease remains unknown. This study investigates 

for the first time the functional influence of cardiac phosphatases in the development of 

human heart failure and arrhythmias. 

Human ventricular myocardium of patients with cardiac hypertrophy with preserved ejection 

fraction and patients with end stage heart failure was implemented in this thesis. 

In cardiac hypertrophy an inhibition of PP1 and PP2A using Okadaic Acid resulted in an 

increased SR-Ca2+-leak. Conclusively, the frequency of cellular arrhythmic events was also 

increased, as was the amplitude of systolic Ca2+-transients and the SR-Ca2+-load. 

In heart failure, phosphatase inhibition further increased the SR-Ca2+-leak and the frequency 

of cellular arrhythmic events. The amplitude of systolic Ca2+-transients was increased by in-

hibition of PP1 and PP2A, whereas the SR-Ca2+-load was not changed. Importantly, a selec-

tive activation of PP1 by the novel phosphatase disrupting peptide PDP3 yielded a promi-

nent reduction of the SR-Ca2+-leak and reduced the frequency of cellular arrhythmic events 

in human end stage failing cardiomyocytes. In this context no negative inotropic effects could 

be detected. 

In summary, this study is the first to functionally investigate the role of phosphatases for 

Ca2+-homeostasis in diseased human myocardium. The data indicate that modulations of 

phosphatase activity potently impact Ca2+-homeostasis. Whereas an inhibition of PP1 and 

PP2A leads to an increase of cellular arrhythmias, an activation of PP1 potently counteracts 

an increased kinase activity in heart failure and seals the arrhythmogenic SR-Ca2+-leak. 
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