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1 Einleitung 
Global sind etwa 26 Mio. Menschen von Herzinsuffizienz betroffen. In Europa und den USA 

gibt es jährlich mehr als eine Million Hospitalisierungen auf Grund von Herzinsuffizienz1. Die 

geschätzten global verursachten wirtschaftlichen Kosten beliefen sich auf etwa 

108 Milliarden $US in 20122. Die Mortalität beläuft sich auf über 40 % bei einem 5-jährigen 

Beobachtungstzeitraum3. Herzinsuffizienz stellt dabei die gemeinsame Endstrecke 

verschiedenster zugrunde liegender Erkrankungen dar. Ursachen hierfür umfassen unter 

anderem koronare Herzkrankheit, Myokardinfarkt in der Vergangenheit, Bluthochdruck, 

Myokarditis, Fettleibigkeit und Diabetes2.  

Neben diesen können auch genetische Veränderungen zur Herzinsuffizienz führen. Diese sind 

nur an einem geringen Teil aller Fälle von Herzinsuffizienz ursächlich beteiligt, sind jedoch in 

bestimmten Patientenpopulationen besonders häufig anzutreffen. Beispielsweise ist bei 

Kindern mit Herzinsuffizienz in etwa 40 % der Fälle eine genetische Ursache verantwortlich4. 

In einer Kohorte junger Erwachsener mit einer idiopathischen dilatativen Kardiomyopathie und 

Bedarf für eine Herztransplantation konnte in 26 % der Fälle eine genetische Ursache 

gefunden werden5. Mutationen in Genen für Proteine mit einer Rolle in der Muskelkontraktion, 

der Kraftübertragung und der Regulation der Kontraktion sind hierbei besonders häufig 

betroffen. Dies zeigt die besondere Bedeutung dieser Proteine für die Aufrechterhaltung einer 

normalen Herzfunktion auf.  

All diesen verschiedenen Ursachen gemeinsam ist, dass sie zu einer Einschränkung der 

Pumpfunktion des Herzens führen. Mechanistisch beruht eine Reduktion der Herzleistung 

häufig auf Veränderungen des kardiomyozytären Kalziumkreislaufs6. Diese sind oft mit einer 

Abnahme der Kontraktilität assoziiert, was in der Folge zur Herzinsuffizienz fortschreiten 

kann7. Aus diesem Grund soll im Folgenden näher auf die molekularen Vorgänge des 

Kalziumkreislaufs in Kardiomyozyten eingegangen werden.  

1.1 Der kardiomyozytäre Kalziumkreislauf und Kardiomyozytenkontraktion 

1.1.1 Exzitations-/Kontraktionskopplung in Kardiomyozyten 

Kardiomyozyten machen im adulten Säugetierherzen etwa 25-30 % der Zellen im Herzmuskel 

(Myokard) aus8. Bedingt durch ihre Größe kommen durch Kardiomyozyten jedoch ungefähr 

70-85 % des Myokardvolumens zustande9. Durch ihre Kontraktionsfähigkeit sind sie 

hauptverantwortlich für die Pumpfunktion des Myokards. Dadurch ist ihre Funktion 

entscheidend für die Blutversorgung des gesamten Organismus.  

Das intrazelluläre Signal, welches Kontraktion und Relaxation steuert, ist dabei die 

Konzentration von Kalziumionen im Zytosol. Das zyklische Ansteigen und Abfallen der 

zytosolischen Kalziumionenkonzentration mit jedem Herzschlag wird dabei als 
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es kommt zur Aktin-Myosin-Interaktion, welche zur Verschiebung von dicken und dünnen 

Filamenten gegeneinander führt, sodass eine Kontraktion resultiert (Abbildung 2). Da diese 

Prozesse an vielen Sarkomeren gleichzeitig ablaufen, kommt es in der Folge zur Kontratkion 

der gesamten Zelle (Abbildung 1, 3). Die Relaxation wird schließlich durch die Entfernung des 

Kalziums aus dem Zytosol eingeleitet (Abbildung 1, 4). Dabei pumpt die Kalzium-ATPase 

SERCA2a den Großteil des Kalziums zurück ins SR. Die Geschwindigkeit, mit der Kalzium 

aus dem Zytosol entfernt wird, wird dabei maßgeblich durch Phospholamban (PLN) moduliert, 

welches im aktiven Zustand einen Inhibitor von SERCA2a darstellt.  

1.1.2 Regulation der Kontraktion und des kardiomyozytären Kalziumkreislaufs durch 

β-adrenerge Signale 

Die Kontraktion und der kardiomyozytäre Kalziumkreislauf können an verschiedenen Stellen 

durch posttranslationale Modifikationen beteiligter Proteine reguliert werden. Hierbei sind 

insbesondere β-adrenerge Signale für die kurzfristige Anpassung der Herzleistung an den 

Bedarf des Organismus von Bedeutung. In der Plasmamembran von Kardiomyozyten finden 

sich überwiegend adrenerge β-Rezeptoren. Diese gehören zur Familie der 

G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Intrazellulär finden sich bei dieser Rezeptorfamilie 

assoziierte heterotrimere G-Proteinkomplexe, welche die intrazelluläre Signalweiterleitung 

vermitteln. Diese bestehen aus den Untereinheiten α, β und γ, welche sich auf Grundlage der 

von ihnen vermittelten Effekten unterteilen lassen. Je nach assoziierten G-Proteinen werden 

intrazellulär unterschiedliche Signalkaskaden in Gang gesetzt. β-adrenerge Rezeptoren 

koppeln hierbei an die Untereinheit Gαs, welche stimulierende Effekte in der Zelle hervorruft. 

Die Gαs-Untereinheit bindet im Ruhezustand des Rezeptors GDP. Durch Bindung 

agonistischer Rezeptorliganden kommt es zu Konformationsänderungen des Rezeptors, 

welche dazu führen, dass das GDP durch Guaninnukleotid-Austauschfaktoren gegen GTP 

ausgetauscht wird. Dadurch kommt es zur Dissoziation des Heterotrimers aus α-, β- und 

γ-Untereinheit in aktiviertes Gα und Gβγ. Gαs stimuliert anschließend die Aktivität der 

Adenylatzyklase, welche die Bildung des sekundären Botenstoffes zyklisches AMP (cAMP) 

aus ATP katalysiert. Durch Aktivierung der Adenylatzyklase kommt es zu einem Anstieg der 

Konzentration von cAMP, das zur Aktivierung von Proteinkinase A (PKA) führt. PKA ist eine 

heterotetramere Serin-/Threonin-Kinase, die aus je zwei katalytischen und zwei 

regulatorischen Untereinheiten besteht. Die regulatorischen Untereinheiten sind dabei in der 

Lage, jeweils zwei cAMP-Moleküle zu binden. Die Bindung von cAMP führt zur Freisetzung 

und damit Aktivierung der katalytischen Untereinheiten. PKA besitzt eine große Zahl an 

verschiedenen Zielproteinen, deren Aktivität durch die PKA-vermittelte Phosphorylierung 

moduliert werden kann. PKA-Zielproteine mit Schlüsselfunktionen im kardiomyozytären 

Kalziumhaushalt und der Kontraktion sind hierbei beispielsweise PLN, RyR2, cTnI und der 
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L-Typ Kalziumkanal. Die PKA-abhängige Phosphorylierung von PLN führt zu einer 

Inaktivierung und damit zu einer Aufhebung des inhibitorischen Effekts gegenüber SERCA2a. 

Somit kommt es zu einer Steigerung der Geschwindigkeit der zytosolischen 

Kalziumelimination und in der Folge zu einer erhöhten Relaxationsgeschwindigkeit des 

Myokards. Darüber hinaus wird hierdurch die Menge des im SR gespeicherten Kalziums 

gesteigert, sodass mehr Kalzium für die folgende Kontraktion zur Verfügung steht. Da das 

Ausmaß der Sarkomerkontraktion von der Konzentration des freien zytosolischen Kalziums 

abhängt, kommt es durch die vermehrte Freisetzung von Kalzium zu einer gesteigerten 

Kraftentwicklung der Myofilamente (positive Inotropie). Neben dem kardiomyozytären 

Kalziumkreislauf kann auch die Kontraktilität der Myofilamente durch β-adrenerge Stimulation 

moduliert werden. Hierbei stellt cTnI einen Schlüsselregulator der Kontraktilität dar. Die 

PKA-abhängige Phosphorylierung von cTnI an den Serinresten 23 und 24 bewirkt eine 

Verringerung der Kalziumsensitivität der Myofilamente und eine beschleunigte Dissoziation 

von Kalzium und Troponin-C. Dadurch trägt auch der Phosphorylierungszustand von cTnI zur 

positiven Lusitropie einer β-adrenergen Stimulation bei. Zusammengenommen bewirkt eine 

β-adrenerge Aktivierung durch diese und weitere Mechanismen eine Steigerung der 

Kontraktionskraft (positive Inotropie) und eine Beschleunigung der 

Relaxationsgeschwindigkeit (positive Lusitropie). Dadurch stellen β-adrenerge Signale einen 

zentralen Regulationsmechanismus zur Anpassung der Herzleistung an den Bedarf des 

Organismus dar. 

1.2 Molekulare Vorgänge in Kardiomyozyten während der kardialen 

Relaxationsphase 
An der Entfernung des Kalziums aus dem Zytosol sind verschiedene Kalziumtransportsysteme 

beteiligt, wobei der Großteil des Kalziums durch SERCA2a eliminiert wird. In Mausherzen liegt 

ihr Anteil an der Elimination des zytosolischen Kalziums bei etwa 92 %. Neben SERCA2a ist 

vor allem der Natrium-Kalzium-Austauscher (NCX) an der Elimination des Kalziums beteiligt. 

In murinen Kardiomyozyten trägt er zu etwa 7 % zur zytosolischen Kalziumelimination bei. Die 

verbleibenden 1 % werden durch die sarkolemmale Kalzium-ATPase (PMCA) und den 

mitochondrialen Uniporter eliminiert. Die prozentualen Anteile der verschiedenen Wege, über 

die Kalzium aus dem Zytosol eliminiert wird, unterscheiden sich zwischen murinen und 

humanen Kardiomyozyten. Dennoch ist SERCA2a auch in humanen Kardiomyozyten 

quantitativ am bedeutsamsten (70 % SERCA2a, 28 % NCX, 1 % PMCA, 1 % mitochondrialer 

Uniporter)7. Da die kardiale Relaxationsphase wesentlich durch die Aktivität von SERCA2a 

geprägt wird, soll im Folgenden näher auf Struktur, Funktion und Regulation dieser 

Kalzium-ATPase eingegangen werden.  
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1.2.1 SERCA2a 

Die Kalzium-ATPase SERCA2a ist ein etwa 110 kDa großes, Magnesium-abhängiges Enzym, 

welches in der Membran des SR lokalisiert ist. SERCA2a pumpt Kalzium unter Verbrauch von 

ATP vom Zytosol über die Membran zurück ins SR. Dabei werden pro Molekül ATP zwei 

Kalziumionen entgegen des Kalziumkonzentrationsgradienten transportiert. SERCA2a gehört 

zur Familie der P-Typ ATPasen Typ II11 und wird durch das Gen SERCA2 kodiert. Durch 

alternatives Spleißen des Transkripts bringt dieses Gen zwei Proteinprodukte, SERCA2a und 

SERCA2b, hervor. Dabei stellt SERCA2a die in Kardiomyozyten überwiegend exprimierte 

Form dar. SERCA2b ist hier sehr schwach exprimiert und trägt dadurch nur wenig zur 

Elimination des Kalziums aus dem Zytosol bei.  

SERCA2a ist in vier definierten Proteindomänen organisiert: Der P-, N-, A-, und M-Domäne 

(Abbildung 3). Die P-Domäne enthält dabei einen maßgeblich an der Enzymfunktion 

beteiligten Aspartatrest, auf welchen während des katalytischen Zyklus ein Phosphatrest 

übertragen wird. Diese Domäne ist evolutionär hochkonserviert und verleiht der Familie der 

P-Typ ATPasen ihren Namen. In der nukleotidbindenden N-Domäne bindet ATP mit seinem 

Adenosinteil in einer Tasche des Enzyms. Die Triphosphatgruppe ragt dabei aus der Tasche 

heraus. Somit ist die γ-Phosphatgruppe zugänglich für den Aspartatrest der P-Domäne, 

sodass die Übertragung der Phosphatgruppe erfolgen kann. Die aminoterminale A-Domäne 

enthält keinerlei Bindestellen für Kofaktoren oder Ionen. Ihre funktionelle Relevanz ist nicht 

abschließend geklärt. Die M-Domäne umfasst schließlich den transmembranären Anteil des 

Enzyms. Sie besteht aus 10 Transmembranhelices (M1-10), welche die Ionenbindestellen des 

Enzyms umgeben. Aminosäureseitenketten dieser Helices sind maßgeblich an der Bindung 

und Translokation von Kalzium über die Membran beteiligt12. Im Grundzustand 

(Abbildung 3, E1) sind die Kalzium-Bindestellen nur vom Zytosol aus für Kalziumionen 

zugänglich. Nach Bindung von zwei Kalziumionen erfolgt die Hydrolyse von einem Molekül 

ATP zu ADP. Hierbei wird der terminale Phosphatrest des ATP auf einen Aspartatrest im 

katalytischen Zentrum des Enzyms übertragen (Abbildung 3, E1-P). Dadurch kommt es zu 

reversiblen Konformationsänderungen, welche dazu führen, dass Kalzium ins SR freigesetzt 

wird (Abbildung 3, E2-P). Anschließend folgt die hydrolytische Abspaltung des Phosphatrests 

(Abbildung 3, E2). Die E2-Konformation erlaubt keine Kalziumbindung, sodass zunächst der 

Übergang zum Grundzustand E1 erfolgen muss, damit ein neuer katalytischer Zyklus 

durchlaufen werden kann13. Die Aktivität des Enzyms und damit die Geschwindigkeit, mit 

welcher Kalzium aus dem Zytosol entfernt wird, kann variieren. So haben beispielsweise 

Veränderungen des zellulären Kalziumgehalts, des pH-Werts und ATP-, ADP- und 

Pi-Konzentrationen Auswirkungen auf die Aktivität. Darüber hinaus kann die Aktivität von 

SERCA2a direkt durch interagierende Proteine reguliert werden. Dadurch kann die 
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besteht aus drei Domänen, den zytosolischen Domänen Ia (Aminosäure 1-20) und Ib 

(Aminosäure 21-30) und einer Transmembrandomäne (Aminosäure 31-52). Die 

Transmembrandomäne spielt dabei eine wichtige Rolle für die Regulation der Aktivität von 

SERCA2a15. Sie durchspannt, wie auch die Transmembrandomänen von SERCA2a, die 

Membran des SR. Die Protein-Protein-Interaktion von PLN mit SERCA2a führt dabei zu einer 

Verringerung der apparenten Kalziumaffinität des Enzyms. Mechanistisch stabilisiert PLN 

dabei die E2-Konformation von SERCA2a, in welcher kein Kalzium gebunden vorliegt. 

Dadurch verlängert PLN die Verweildauer von SERCA2a in der E2-Konformation. In der Folge 

wird Kalzium langsamer aus dem Zytosol eliminiert und die Relaxationsgeschwindigkeit nimmt 

ab16,17.  

1.2.3 Regulation der inhibitorischen Aktivität von Phospholamban durch Kinasen 

Die inhibitorische Aktivität von PLN gegenüber SERCA2a ist vom Phosphorylierungszustand 

der beiden Aminosäureseitenketten S16 und T17 abhängig. S16 und T17 befinden sich frei 

zugänglich für Kinasen und Phosphatasen in der zytosolischen Domäne Ia. Die Modifikation 

dieser Aminosäureseitenketten durch Kinasen führt zur Aufhebung des inhibitorischen Effekts 

gegenüber SERCA2a. In der Folge kommt es zu einer Steigerung der Geschwindigkeit der 

zytosolischen Kalziumelimination und damit zu einem positiv lusitropen Effekt. Eine 

β-adrenerge Aktivierung der Zelle und der damit verbundene Anstieg der Konzentration von 

cAMP führt zur Aktivierung der Proteinkinase A (PKA). Diese phosphoryliert PLN an S16. 

Neben PLN werden mehrere weitere kalziumregulierende Proteine, wie z. B. RyR2 und der 

L-Typ Kalziumkanal, durch PKA phosphoryliert. Dadurch erhöhen sich der Kalziumeinstrom in 

die Zelle und die Kalziumfreisetzung aus dem SR. Die daraus resultierende erhöhte mittlere 

zytosolische Kalziumkonzentration trägt zu einer höheren Aktivität von 

Ca2+/Calmodulin-abhängige Kinase II (CaMKII) bei10, welche PLN an T17 phosphoryliert. Für 

die Aufhebung der SERCA2a-Inhibition ist vor allem der Phosphorylierungszustand von S16 

von Bedeutung. Die alleinige Modifikation dieser Aminosäureseitenkette führt zur vollständigen 

Aufhebung der PLN-vermittelten SERCA2a-Inhibition, während nach alleiniger 

Phosphorylierung von T17 eine gewisse Inhibition erhalten bleibt18. Die Phosphorylierung an 

S16 führt dabei nicht zur Dissoziation des SERCA2a-PLN-Komplexes. Stattdessen beruht die 

Aufhebung der SERCA2a-Inhibition auf Konformationsveränderungen der zytosolischen 

Domäne von PLN in Folge der Phosphorylierung. Im Zuge dessen wird die zytosolische 

Domäne ungeordneter, sodass für die Inhibition relevante intermolekulare Kontakte zwischen 

den beiden Proteinen gestört werden19–21. Die Dephosphorylierung führt schließlich zu einer 

Wiederherstellung der SERCA2a-Inhibition durch PLN.  
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Phosphatasen ist in Kardiomyozyten für etwa 93 % der PLN-Dephosphorylierung 

verantwortlich. PP1 stellt hierbei die hauptsächlich für die Dephosphorylierung von PLN 

verantwortliche Phosphatase dar. PP2A trägt hierzu etwa 30 % bei23. Die Dephosphorylierung 

von PLN führt zu dessen Aktivierung, sodass eine verstärkte SERCA2a-Inhibition resultiert. 

Die Substratspezifität, Aktivität und subzelluläre Lokalisation von PP1 und PP2A werden durch 

ihre Interaktion mit einer Vielzahl verschiedener Untereinheiten bestimmt. Dabei bildet PP1 

Heterodimere mit je einer von über 150 verschiedenen regulatorischen Untereinheiten. Der 

am besten untersuchte negative Regulator der PP1-Aktivität ist der 

Proteinphosphatase-Inhibitor-1 (I-1). Die inhibitorische Aktivität von I-1 hängt vom 

Phosphorylierungszustand verschiedener aktivierender und deaktivierender 

Phosphorylierungsstellen ab. Die PKA-abhängige Phosphorylierung an T35 ist Voraussetzung 

für die Inhibition der PP1-Aktivität24. Die Phosphorylierung der Stellen S67 und T75 durch 

Proteinkinase Cα (PKCα) führt dagegen zu einer Inaktivierung von I-1 und damit zu einer 

gesteigerten Aktivität von PP1 in Kardiomyozyten25–27. Der PKA-abhängigen Phosphorylierung 

an T35 wirken dabei die Phosphatasen PP2A und PP2B entgegen, sodass ein Crosstalk 

zwischen PP1 und PP2A/PP2B besteht28. I-1 entfaltet seine inhibitorische Aktivität in vivo 

vorwiegend am SR, wo er unter anderem den Phosphorylierungszustand von PLN und RyR2 

moduliert29. Das PP2A-Holoenzym besteht entweder aus einem Dimer zwischen einer 

katalytischen und einer strukturellen Untereinheit, oder aus einem Trimer aus katalytischer, 

struktureller und einer regulatorischen Untereinheit30. Diese Fülle kombinatorischer 

Möglichkeiten der Bildung des Holoenzyms ermöglicht die komplexe Integration von Signalen 

und die subzellulär begrenzte Regulation von Proteinaktivitäten.  

1.2.5 Die Oligomerisierung von Phospholamban und dessen Bedeutung für die Inhibition von 

SERCA2a 

Phospholamban liegt in einem Gleichgewicht zwischen Monomeren und Pentameren vor31–33. 

In Lipidumgebungen besitzen Pentamere dabei eine windradartige Struktur34,35, welche auch 

unter dem Einfluss von SDS stabil ist und somit mittels SDS-PAGE detektiert werden kann36,37. 

Die Pentamerbildung erfolgt dabei nicht-kovalent, unter Beteiligung von Leucin-, Isoleucin- und 

Cysteinresten in den Transmembrandomänen. Stabilisiert werden Pentamere dabei durch 

Leucin/Isoleucin-zipper-Strukturen31,38,39. Dabei handelt es sich um Strukturmotive, die in 

α-Helices durch die regelmäßige Anordnung von Leucin bzw. Isoleucin zustande kommen und 

eine Verzahnung mit ähnlichen oder gleichen Strukturen eines anderen Proteins eingehen. Im 

Falle von PLN kommt es dadurch zu einer Oligomerisierung der Transmembranregionen 

mehrerer PLN-Protomere. In der Transmembrandomäne befinden sich 14 Leucin- und 

Isoleucinreste. Die Aminosäuren L37, I40, L44, I47 und L51 sind an der Bildung dieser 

zipper-Strukturen beteiligt38. Darüber hinaus sind insbesondere die Cysteinreste an den 

Positionen 36, 41 und 46 von entscheidender Bedeutung für die Stabilität von Pentameren40,41. 
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PLN-Mutante mit vergleichbarer Inhibitionsstärke wie das Wildtyp-Protein nur unzureichend in 

der Lage war, die kardiale Kontraktilität in vivo zu regulieren53. Zusammengenommen liefern 

diese Befunde einen Hinweis darauf, dass die physiologische Rolle von PLN-Pentameren über 

eine rein passive Speicherfunktion inaktiver Monomere hinausgeht.  

1.2.6 Die Phospholamban-Mutation „R9C“ 

Die herausragende Bedeutung einer intakten Regulation der Kalziumhomöostase der 

Herzmuskelzellen dokumentiert die Tatsache, dass Punktmutationen in kalziumregulierenden 

Proteinen schwerwiegende Funktionsstörungen des gesamten Herzens und terminale 

Herzinsuffizienz verursachen können. Für PLN sind einige klinisch relevante Mutationen in 

Menschen gefunden worden, welche zur Entwicklung einer dilatativen Kardiomyopathie 

führen. Die Mechanismen, durch welche PLN-Mutationen schließlich zur Ausprägung einer 

Herzerkrankung führen, sind jedoch nur teilweise verstanden. Häufig führen die Mutationen zu 

einer abnormalen Regulation der SERCA2a-Aktivität54 und in der Folge kommt es zu einem 

veränderten kardiomyozytären Kalziumkreislauf. Dabei sind Mutationen beschrieben, die die 

PLN-Funktion entweder verstärken oder abschwächen. Die R9C-Mutation, bei der Arginin an 

Position 9 gegen ein Cystein ausgetauscht ist, führt zu einer Verstärkung des inhibitorischen 

Effekts von Wildtyp-PLN gegenüber SERCA2a. Betroffene Menschen entwickeln 

typischerweise in der 2. oder 3. Lebensdekade eine rasch progrediente Kardiomyopathie, die 

ohne Herztransplantation in der Mehrzahl der Fälle bereits vor dem 30. Lebensjahr zum Tod 

durch Herzversagen führt. Mechanistisch führt die R9C-Mutation zu einer verstärkten Protein-

Protein-Interaktion mit PKA. Es wird vermutet, dass es durch diese verstärkte Interaktion der 

PKA es zu einer verminderten Phosphorylierung von wildtypischem PLN kommt, was in einer 

übermäßigen Inhibition von SERCA2a resultiert55.   

1.2.7 Weitere Regulatoren der SERCA2a-Aktivität 

1.2.7.1 HS1 associated protein X-1 (HAX-1) 

HAX-1 ist ein weiteres Protein, welches an der Regulation der SERCA2a-Aktivität beteiligt ist. 

HAX-1 interagiert mit PLN und verstärkt die durch PLN vermittelte Inhibition von SERCA2a56. 

In einem konditionellen, kardiomyozytenspezifischen HAX-1 knockout-Modell konnte gezeigt 

werden, dass HAX-1 die SERCA2a-Inhibition durch PLN um etwa 50 % verstärkt57. Die 

Phosphorylierung von PLN, sowie eine Erhöhung der zytosolischen Kalziumkonzentration 

führen dabei zu einer Aufhebung der PLN-HAX-1-Interaktion56. Neben direkten 

regulatorischen Effekten auf die Aktivität von SERCA2a, scheint HAX-1 auch an der 

Regulation der SERCA2a-Proteinexpression beteiligt zu sein58. Darüber hinaus ist HAX-1 in 

der Mitochondrienmembran lokalisiert, wo es antiapoptotische Effekte durch die Inhibition von 

Caspase-9 besitzt59. 
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1.2.7.2 S100A1 

S100A1 stellt einen weiteren Regulator der SERCA2a-Aktivität dar. Es handelt sich hierbei um 

ein Protein, welches intrazellulär als Kalziumsensor fungiert60. S100A1 besitzt zwei 

Kalziumbindestellen. Die Bindung von Kalzium an diese Bindestellen führt zu einer 

Konformationsänderung des Proteins, wodurch eine hydrophobe Tasche freigelegt wird. Diese 

dient der Bindung und Erkennung von Zielproteinen61. In der Folge kann S100A1 an eine 

Vielzahl von Proteinen binden und deren Aktivität somit kalziumabhängig modulieren. Unter 

anderem konnte gezeigt werden, dass S100A1 kalziumabhängig mit dem 

SERCA2a/PLN-Komplex interagiert und die Aktivität von SERCA2a steigern kann62–64. Zudem 

wurde gezeigt, dass S100A1 den Kalziumgehalt des SR, die Geschwindigkeit der 

Kalziumaufnahme ins SR und die zytosolische Kalziumkonzentrationen während der Systole 

positiv moduliert65. Dabei verändert S100A1 weder die Stöchiometrie der 

SERCA2a/PLN-Bindung, noch den Phosphorylierungszustand von PLN an S16 oder T1766. 

Neben der Modulation der SERCA2a-Aktivität beeinflusst S100A1 den kardiomyozytären 

Kalziumkreislauf und die Kontraktilität auf vielfältige Art und Weise. So interagiert S100A1 mit 

RyR2 und beeinflusst dessen Öffnungswahrscheinlichkeit64,67,68. Darüber hinaus ist S100A1 

auch im Sarkomer lokalisiert, wo es die Kalziumsensitivität und Kalziumkooperativität der 

Myofilamente verringern kann66.  

1.3 Myokardinfarkt 
Trotz großer Fortschritte in der Behandlung waren ischämische Herzerkrankungen im Jahre 

2015 laut WHO Todesursache Nummer eins, sowohl global als auch in Europa oder den USA. 

Ursache für einen akuten Myokardinfarkt (MI) ist dabei in der Regel eine thrombotische 

Okklusion einer epikardialen Koronararterie in Folge einer Ruptur oder Erosion 

atherosklerotischer Plaques. Dadurch kommt es zu einer transmuralen Ischämie und damit 

einhergehender Schädigung des Gewebes69. Aktuelle Therapieansätze verfolgen das Ziel, die 

Okklusion des betroffenen Gefäßes möglichst schnell zu beseitigen und die Perfusion des 

Gewebes wiederherzustellen. Eine rasche Reperfusion reduziert dabei die Größe des 

Infarktgebietes und führt zu einer besseren Prognose für die Patienten70,71. Frühe Folge einer 

Ischämie/Reperfusion (I/R) ist die globale Einschränkung der Pumpfunktion des Herzens. 

Dabei ist vorrangig der infarzierte Teil des Herzens betroffen.  

Das Infarktgebiet ist unter anderem gekennzeichnet durch einen Verlust von 

Kardiomyozyten69. In der Folge kommt es im weiteren Verlauf der Infarktheilung zu 

Umbauprozessen des Gewebes, welche schließlich in einer Herzinsuffizienz resultieren 

können. Der zeitliche Ablauf dieser Umbauprozesse wird dabei in drei Phasen unterteilt: (1) 

Während der inflammatorischen Phase innerhalb der ersten 72 Stunden nach Reperfusion 

kommt es zur Infiltration des infarzierten Gewebes durch neutrophile Granulozyten und 

Monozyten. Es kommt zur Entfernung von toten Zellen und Bruchstücken der extrazellulären 
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Matrix. (2) Im Zuge der Proliferationsphase (72 h-7 d nach Reperfusion) wird der Großteil der 

toten Kardiomyozyten durch Granulationsgewebe, überwiegend bestehend aus Fibroblasten, 

Makrophagen und neu gebildeten Kapillaren, ersetzt. Die Fibroblasten differenzieren dabei zu 

Myofibroblasten und produzieren Proteine der extrazellulären Matrix. (3) In der Reifungsphase 

(7-21 d nach Reperfusion) kommt es zum apoptotischen Untergang von Fibroblasten, zur 

Regression von Mikrogefäßen und zur Bildung einer kollagenreichen Narbe72,73.  

Im Infarktgebiet überwiegt während der Ischämie die anaerobe Glykolyse. In der Folge kommt 

es zu einem Abfall des zellulären ATP-Gehalts und einer damit einhergehenden Dysfunktion 

von ATP-abhängigen Ionentransportprozessen. Dies trägt zur Erhöhung der intrazellulären 

Kalziumkonzentration und schließlich zur Überladung der Zelle mit Kalzium bei. Im Zuge 

dessen kommt es zur Aktivierung einer Reihe von Mechanismen, die zum Zelltod durch 

Apoptose und Nekrose nach I/R beitragen74,75. Mechanismen, die hierbei zum Untergang von 

Kardiomyozyten führen, umfassen die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies während der 

Reperfusionsphase,, die Öffnung des mitochondrial permeability transition pore 

(MPTP)-Komplexes sowie die Freisetzung von Cytochrom c aus Mitochondrien69. Darüber 

hinaus kommt es durch die gesteigerte intrazelluläre Kalziumkonzentration zur 

kalziumabhängigen Aktivierung von Calpainen. Diese Cysteinproteasen spalten eine Vielzahl 

von Proteinen, darunter eine Reihe von Schlüsselproteinen des kardiomyozytären 

Kalziumkreislaufs, wie NCX, L-Typ Kalziumkanäle, RyR und SERCA2a76,77. Bei kardialer 

Ischämie sowie nach I/R kommt es durch diesen und weitere Mechanismen zu einer 

Dysfunktion der Kalziumaufnahme ins SR, welche auf einer reduzierten 

Kalzium-ATPase-Aktivität beruht78–80. Die kausale Beteiligung einer gestörten 

kardiomyozytären Kalziumhomöostase an der kardialen Dysfunktion nach I/R wird durch 

verschiedene Studien belegt. Es konnte in verschiedenen Modellen gezeigt werden, dass die 

Normalisierung der Kalziumaufnahme ins SR durch SERCA2a-Überexpression 

oder -Gentransfer nach I/R protektive Effekte besitzt81–83. Umgekehrt zeigten Mäuse mit einer 

heterozygoten SERCA2a-Defizienz eine stärkere Gewebeschädigung nach I/R84. Dies zeigt 

die zentrale Bedeutung eines intakten kardiomyozytären Kalziumkreislaufs für die 

Herzfunktion, insbesondere nach I/R, auf. 

Neben dem Infarktgebiet zeigen auch die nicht-infarzierten Bereiche des Myokards, das 

sogenannte remote Myokard (RM), eine eingeschränkte Kontraktilität85–87. Somit trägt auch 

das remote Myokard wesentlich zur Abnahme der gesamten Herzleistung bei. Im Vergleich 

zum Infarktgebiet, sind die zugrunde liegenden Mechanismen hier jedoch weniger gut 

untersucht. Trotz dessen, dass die in den letzten Jahrzehnten entwickelten Therapieansätze 

zu einer drastischen Abnahme der Mortalität nach akutem MI geführt haben, liegt diese in 

Europa und den USA immer noch bei etwa 5-7 %88. Hierbei ist die Mortalität insbesondere 

innerhalb der ersten 24 Stunden nach MI erhöht89,90. Unklar ist, inwiefern im RM ähnliche 
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Mechanismen wie im Ischämiegebiet eine Rolle spielen. Ein besseres Verständnis der 

molekularen Mechanismen, die innerhalb der ersten 24 Stunden nach Reperfusion zur 

Dysfunktion des RM führen, könnte neue Ansatzpunkte für die weitere Verbesserung der 

Therapie und der Prognose für die Patienten liefern. Da die kardiomyozytäre 

Kalziumhomöostase von zentraler Bedeutung für die Aufrechterhaltung der Herzfunktion ist, 

wurden im Rahmen dieser Arbeit insbesondere Mechanismen untersucht, die zu einer 

gestörten Kalziumhomöostase im RM nach I/R führen können.  

1.4 Zielsetzung der Arbeit 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Mechanismen der PLN-vermittelten Regulation von 

SERCA2a und ihre Rolle in der Pathogenese humaner Herzerkrankungen besser zu 

verstehen. Dazu wurden mit Hilfe von Mausmodellen die folgenden Fragestellungen 

untersucht: 

1.4.1 Welche Bedeutung haben PLN-Pentameren für die Regulation von SERCA2a? 

In vitro Vorarbeiten in transfizierten HEK293-Zellen zur Rolle von PLN-Pentameren haben 

gezeigt, dass neben Monomeren auch Pentamere eine Zielstruktur der Proteinkinase A 

darstellen und präferentiell phosphoryliert werden91. Diese Befunde deuten darauf hin, dass 

sich Pentamere funktionell von Monomeren unterscheiden und ihre Funktion über eine rein 

passive Rolle in der Speicherung inaktiver Monomere hinausgehen könnte. Deshalb war es 

Ziel dieses Teils der Arbeit, in einem Mausmodell die funktionelle Bedeutung von 

PLN-Pentameren bezüglich der Regulation der SERCA2a-Aktivität näher zu untersuchen. 

1.4.2 Ist die Pentamerbildung von PLN an der Pathogenese der durch die PLN-Mutation R9C 

verursachten dilatativen Kardiomyopathie beteiligt? 

Die PLN-Mutation R9C führt zur Entwicklung einer dilatativen Kardiomyopathie in Menschen. 

Es konnte gezeigt werden, dass die R9C-Mutation zu einer verstärkten 

Protein-Protein-Interaktion mit PKA führt. Dabei wurde PKA verstärkt durch Pentamere 

bestehend aus Wildtyp-PLN und PLN-R9C gebunden. Es wird vermutet, dass dies die 

Grundlage für die verminderte Phosphorylierung von SERCA2a-inhibitorischen 

Wildtyp-PLN-Monomeren und die damit einhergehende verstärkte SERCA2a-Inhibition 

darstellt55. Ob die Pentamerbildung für diesen dominanten Phosphorylierungsdefekt nötig ist 

oder ob auch PLN-R9C-Monomere diesen Effekt ausüben, ist bisher unklar. Ziel war es, den 

Pathomechanismus hinsichtlich des Phosphorylierungszustands von PLN-R9C und 

Wildtyp-PLN in Abhängigkeit der Pentamerbildung näher zu untersuchen 

1.4.3 Kommt es im remote Myokard zu Veränderungen an kalziumregulierenden Proteinen? 

Neben dem infarzierten Teil des Herzens trägt auch der nicht-infarzierte Teil, das sogenannte 

remote Myokard (RM), wesentlich zur Einschränkung der kardialen Pumpfunktion nach 



Einleitung 
 

16 
 

Myokardinfarkt bei. Im Gegensatz zum infarzierten Teil sind die Mechanismen im RM hierbei 

unzureichend untersucht und weitgehend unverstanden. Im infarzierten Teil kommt es zu 

Veränderungen des kardiomyozytären Kalziumkreislaufs, welche kausal an der kardialen 

Dysfunktion nach MI beteiligt sind81–84. Aus diesem Grund wurde die Hypothese überprüft, 

dass Veränderungen der kardiomyozytären Kalziumhomöostase auch im RM zur 

Funktionseinschränkung führen. Zielsetzung dieses Teils der Arbeit war die Untersuchung der 

Proteinexpression und Regulation von Schlüsselproteinen des kardiomyozytären 

Kalziumkreislaufs als mögliche Ursache für die Dysfunktion des RM nach I/R.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Erzeugung und Haltung transgener Mauslinien 
Die in dieser Arbeit verwendeten Mauslinien wurden von Prof. Dr. med. Joachim Schmitt, 

(Institut für Pharmakologie und Klinische Pharmakologie, Universitätsklinikum Düsseldorf) zur 

Verfügung gestellt. Die monomere PLN-Mutante wurde erzeugt, indem die Mutationen C36A, 

C41F und C46A in Pln Maus-cDNA eingeführt wurden. Wildtyp-Pln und Pln-AFA wurden unter 

Kontrolle des Myh6-Promotors kloniert. Die cDNA-Konstrukte wurden in Pronuklei befruchteter 

FVB/N Oozyten injiziert. Gründermäuse, deren Transgenexpression mit der physiologischen 

PLN-Expression vergleichbar war, wurden mit PLN-defizienten Mäusen (PLN-KO) gekreuzt, 

um eine homozygote Deletion des endogenen Pln-Gens zu erreichen. Analog wurden die 

Mauslinien TgF-PLN, TgF-AFA, TgF-R9C und TgF-AFA-R9C erzeugt. Diese Mauslinien 

exprimierten eine N-terminal FLAG-markierte PLN-Mutante. Für TgF-R9C wurde die Mutation 

R9C eingeführt. In der Mauslinie TgF-AFA-R9C besaß PLN die Mutationen R9C, C36A, C41F 

und C46A. Die Mauslinien TgF-R9C und TgF-AFA-R9C wurden nicht mit PLN-defizienten 

Mäusen gekreuzt, sodass diese Mauslinien das endogene Pln-Gen besaßen. Alle hier 

genannten Mauslinien wurden in der Zentralen Einrichtung für Tierforschung und 

wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf in 

einer spezifisch-pathogenfreien Umgebung gehalten. Die Haltung der Tiere erfolgte im 

Einklang mit den Vorgaben des Landesamts für Natur, Umwelt und Verbraucherschutz des 

Landes Nordrhein-Westfalen (LANUV).  

2.2 Organentnahme 
Die Tötung der Mäuse erfolgte per zervikaler Disklokation zwischen 14:00 und 18:00 Uhr. Für 

einige Versuche wurden die Mäuse vorher für 20 Minuten mit 

Pentobarbital (50 µg/g Körpergewicht, intraperitoneal) narkotisiert und anschließend getötet. 

Während der Narkose wurde eine Auskühlung der Mäuse mittels einer Heizplatte (37 °C) 

verhindert. Die Stimulation mit Isoproterenol (5 µg, intraperitoneal) erfolgte während der 

Narkose. Die Herzentnahme der mit Isoproterenol behandelten Tiere erfolgte drei Minuten 

nach der Applikation. Dieser Zeitpunkt wurde gewählt, da sich in Vorversuchen nach dieser 

Zeit ein Einfluss auf die Herzfrequenz zeigte. Die gesteigerte Herzfrequenz zeigt, dass die 

intraperitoneal verabreichte Substanz innerhalb dieser Zeitspanne das Herz erreichen konnte. 

Zur Entnahme der Herzen wurde der Thorax eröffnet und das Herz von umliegendem Gewebe 

freipräpariert. Überschüssiges Blut wurde entfernt, indem die so entnommenen, noch 

kontrahierenden Herzen in physiologische Kochsalzlösung überführt wurden. In dieser Lösung 

wurden die Herzen entsprechend weiter präpariert. Für die western blot-Analysen wurden die 

Vorhöfe verworfen und ausschließlich die Herzventrikel verwendet. Für die Analysen des 
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remote Myokards und der infarzierten Herzspitzen wurden die Vorhöfe entfernt und die beiden 

Gewebeteile voneinander getrennt und separat eingefroren. Als Kontrolle dienten die 

entsprechenden Gewebeteile von scheinoperierten Mäusen. Anschließend wurden die 

entsprechenden Gewebeteile in 2 mL Reaktionsgefäße überführt und sofort in flüssigem 

Stickstoff schockgefroren. Bis zur weiteren Verwendung erfolgte die Lagerung des Gewebes 

bei -80 °C. Alle tierexperimentellen Versuche wurden antragsgemäß vorab durch das 

Landesamt für Natur, Umwelt und Verbraucherschutz des Landes Nordrhein-Westfalen 

(LANUV) genehmigt (Az. 84-02.04.2013.A122). 

2.3 Proteinextraktion aus Herzgewebe 
Die tiefgefrorenen Herzventrikel wurden in 800 µL modifiziertem RIPA-Lysepuffer (10 mM 

Tris/HCl pH 8.0, 0.5 mM EGTA, 0.5 % Triton™ X-100 (v/v), 0.1 % Desoxycholsäure (w/v), 

0.1 % SDS (w/v), 140 mM NaCl) in Anwesenheit von Protease- und Phosphataseinhibitoren 

(2 mM Imidazol, 5 mM NaF, 4 mM K/Na-Tartrat, 100 µM PMSF, 10 mM Benzamidin) 3×10 s 

auf Eis mechanisch zerkleinert (Ultra-Turrax®, Ika® T10 basic, 

Dispergierwerkzeug S 10 N-5 G) und das entstandene Homogenat 15 min abzentrifugiert 

(10000×g, 4 °C). 600 µL des Überstandes wurden mit 300 µL eines modifizierten 3X Lämmli-

Ladepuffers (6 % SDS (w/v), 30 % Glycerol (v/v), 0,015 % Bromphenolblau (w/v), 

19,5 mM Tris, pH 6,8) versetzt und Aliquots hiervon in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Zur 

Bestimmung der Proteinkonzentrationen wurde ein Teil des Überstandes 1 : 10 mit ddH2O 

verdünnt. Die Modifikation des Lyse- und des Lämmlipuffers war notwendig, um die 

Kompatibilität mit den Phos-Tag™-Analysen entsprechend der Herstellerangaben zu 

gewährleisten. Da sich keine Auswirkung dieser Pufferlösungen auf die herkömmliche 

SDS-PAGE zeigte, wurden alle Proteinextraktionen mit diesen Pufferlösungen durchgeführt. 

Die Proteinextraktion aus remote Myokard bzw. den Herzspitzen wurde auf Grund der 

geringeren Menge an Gewebe in 600 µL Lysepuffer durchgeführt.  

2.4 Präparation von Membranfraktionen aus Herzgewebe 
Die Präparation von Membranfraktionen aus Herzgewebe erfolgte mittels differentieller 

Zentrifugation. Hierzu wurde das Herzgewebe zunächst mechanisch für 3×30 s in 

Präparationspuffer (300 mM Saccharose, 1 mM PMSF, 20 mM PIPES, 10 mM EDTA, 

50 mM NaH2PO4, pH 7,4) mittels Ultra-Turrax® auf Eis zerkleinert. Unlösliche Bestandteile des 

entstandenen Homogenats wurden durch Zentrifugation entfernt (10 min, 8000×g, 4 °C). Der 

Überstand wurde anschließend für 30 min bei 100000×g zentrifugiert. Das entstandene 

Membranpellet wurde mittels Pressen durch eine 27 G-Kanüle in storage-Puffer 

(400 mM Saccharose, 5 mM HEPES, 5 mM Tris, 10 mM EDTA, 50 mM NaH2PO4, pH 7,2) 

resuspendiert. Das erhaltene Homogenat wurde mit modifiziertem 3X-Lämmli versetzt. Ein Teil 

des Homogenats wurde für die Bestimmung der Proteinkonzentration 1 : 10 verdünnt. 
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2.5 Bestimmung der Proteinkonzentrationen 
Die Proteinkonzentrationen der 1 : 10 mit Wasser verdünnten Proben wurde mittels 

BCA-Methode gemessen (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Katalognr: 23225). Dabei bilden 

Proteine im alkalischen Milieu in der Anwesenheit von Na-K-Tartrat einen Chelatkomplex mit 

Cu2+-Ionen aus. In der Folge kommt es zu einer Reduktion der Kuperionen zu Cu1+. In einer 

darauf folgenden Reaktion bilden zwei Moleküle Bicinchoninsäure (engl. bicinchonninic acid, 

BCA) mit einem Cu1+-Ion einen intensiv violett gefärbten, wasserlöslichen Chelatkomplex. Die 

Absorption dieses Komplexes bei 562 nm verhält sich über einen weiten Bereich linear zur 

Proteinkonzentration, sodass diese fotometrisch anhand einer Standardreihe mit bekannten 

Proteinkonzentrationen bestimmt werden kann. Die Herstellung der Standardreihe erfolgte mit 

bovinem Serumalbumin (BSA). Die fotometrische Messung wurde im 96-well-Format mittels 

Mikroplattenlesegerät (Synergy™ MX microplate reader, BioTek®) bei einer Wellenlänge von 

562 nm vorgenommen. Aus den so gemessenen Konzentrationen wurden anschließend die 

Proteinkonzentrationen der unverdünnten und mit Lämmlipuffer versetzten Proben berechnet. 

2.6 Kultivierung von HEK293-Zellen 
Die verwendeten HEK293-Zellen wurden von der Firma ATCC® bezogen und befanden sich 

zum Zeitpunkt der Inkulturnahme für die Experimente in Passage 3. Zellen für Experimente 

wurden maximal bis zur Passage 15 verwendet. Die Zellen wurden in Dulbecco‘s Modified 

Eagle Medium (DMEM, 10 % FCS, PenStrep) in einer wasserdampfgesättigten Atmosphäre 

bei 37 °C und 5 % CO2 in T175-Zellkulturflaschen kultiviert. Vor jeder Teilung der Kulturen 

wurden diese auf Kontamination und Konfluenz überprüft. Die Kulturen wurden dreimal 

wöchentlich bei einer Konfluenz von ca. 90 % geteilt. Hierzu wurden zunächst das Medium 

von den Zellen abgesaugt. Anschließend erfolgte ein Waschschritt mit phosphatgepufferter 

Salzlösung (DPBS). Die Zellen wurden mit Trypsin vom Boden der Zellkulturflasche gelöst, in 

frisches DMEM überführt und in einer frischen Zellkulturflasche 1 : 7 verdünnt. 

2.7 Transfektion von HEK293-Zellen mittels Kalziumphosphat-Methode 
Die Transfektion der HEK293-Zellen erfolgte mittels Kalziumphosphat-Methode nach92. Die 

Zellen wurden etwa 6 Stunden vor der Transfektion auf 100 mm Zellkulturschalen ausplattiert. 

Dazu wurden die Zellen einer zu 90 % konfluenten T175 Zellkulturflasche 1 : 14 auf 100 mm 

Zellkulturschalen ausplattiert. In einem sterilen 15 mL Reaktionsgefäß wurden zu 450 µL 

sterilem ddH2O 10 µg des entsprechenden Plasmids gegeben und mit 50 µL CaCl2-Lösung 

(2,5 M) versetzt. Anschließend wurden 500 µL 2X BBS-Lösung (280 mM NaCl, 

1,5 mM Na2HPO4, 50 mM BES, pH 6,95 bei 20 °C, steril filtriert) zugegeben, die Ansätze 15 

mal kräftig geschüttelt und für 15 min ruhen gelassen. Von diesem Ansatz wurden 950 µL 

gleichmäßig verteilt ins Medium der Zellkulturplatten getropft. 48 Stunden nach Transfektion 

wurden die Zellen geerntet. 
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2.8 Proteinextraktion aus HEK293-Zellen 
Die Zellen wurden nach Entfernung des Mediums mit eiskalter DPBS-Lösung gewaschen. 

Anschließend wurden die Zellen in 1 mL DPBS (+ Protease- und Phosphataseinhibitoren) mit 

einem Zellschaber von der Zellkulturschale gelöst und in ein 2 mL Reaktionsgefäß überführt. 

Zur Lyse der Zellen erfolgte per Ultraschall für 10 s. Zur Abtrennung unlöslicher 

Zellbestandteile wurde das entstandene Zellhomogenat für 15 min bei 10000×g zentrifugiert. 

Der Überstand wurde für die Ko-Immunopräzipitationsversuche eingesetzt oder für 

western-blot-Analysen direkt mit Lämmli-Ladepuffer versetzt. Ein Teil des Überstandes wurde 

für die Messung der Proteinkonzentration 1 : 5 mit ddH2O verdünnt.  

2.9 Detektion von Proteinen mittels Immunoblot (western blot) 
Die Proteine wurden auf einem 15 %igen bzw. 6 %igen (RyR2) Polyacrylamidgel entsprechend 

des Molekulargewichts aufgetrennt. Im Anschluss an die Auftrennung wurden die Proteine aus 

dem Gel auf eine PVDF-Membran (Immobilon-P, Millipore) übertragen (100 V konstant, 1 h). 

Die Membran wurde mit dem entsprechenden Erstantikörper in 5 % Milchpulver in TBS-T 

(10 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.1 % Tween® 20, pH 7.6) bei 4 °C schwenkend über Nacht 

inkubiert. Am nächsten Tag wurde die Membran viermalig mit 30 mL TBS-T gewaschen, 10 

min mit dem entsprechenden Zweitantikörper inkubiert und abschließend nochmals mit 4×30 

mL TBS-T gewaschen (SNAP i. d. 2.0, Millipore). Die Chemilumineszenzdetektion erfolgte 

mittels ECL-Reagenz (Luminata forte, Millipore) und Röntgenfilm (Super RX-N, Fujifilm). Die 

Röntgenfilme wurden für verschiedene Zeitintervalle belichtet und anschließend mit einem 

Durchlichtscanner digitalisiert (ScanMaker i800plus, Microtek). Die semiquantitative Analyse 

der Signalstärken ungesättigter Signale erfolgte mittels der Software Image Studio Lite 4.0 

(Licor).   

2.10 Immunopräzipitation von PLN aus transfizierten HEK293-Zellen 
Für die Ko-Immunopräzipitationsversuche wurden HEK293-Zellen mit N-terminal 

FLAG-markiertem PLN bzw. PLN-AFA oder PLN-R9C transfiziert. Protein G-beschichtete 

Dynabeads® (LifeTechnologies) wurden 10 Minuten lang mit anti-FLAG-Antikörper in 0,02 % 

Tween® 20 in PBS (PBS-T) bei Raumtemperatur inkubiert. Nach zwei Waschschritten mit PBS 

und drei Waschschritten mit Triethanolamin (200 mM, pH 8,2) wurden Antikörper und 

Dynabeads® mit 20 mM Dimethylpimelimidate in 200 mM Triethanolamin (pH 8,2) für 

30 Minuten kovalent quervernetzt. Die Quervernetzungsreaktion wurde nach Abnehmen des 

Überstandes durch Zugabe von 50 mM Tris (pH 7,5) gestoppt. Anschließend wurden die 

Dynabeads® zweimalig mit 0,1 % BSA (w/v) in PBS, dreimalig mit Zitratpuffer (100 mM Zitrat, 

pH 2,5) und abschließend erneut zweimalig mit 0,1 % BSA (w/v) in PBS gewaschen. Nach 

Abnehmen des Überstandes erfolgte die Zugabe der Zelllysate. Dabei wurden 800 µg Protein 

in einem Volumen von 750 µL eingesetzt. Da die Proteinextraktion aus den Zellen in PBS mit 
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Protease- und Phosphataseinhibitoren erfolgte, wurde dieser Puffer für die Verdünnung der 

Zelllysate auf die entsprechende Konzentration verwendet. Nach einer 15-minütigen 

Inkubation unter Rotation wurde der Überstand abgenommen und der 

Antigen-Antikörper-Dynabeads®-Komplex dreimalig mit 200 µL PBS-T gewaschen. Zur 

Vermeidung der Elution von unspezifisch an die Wand des Reaktionsgefäßes gebundenen 

Proteinen wurde der so gewaschene Antigen-Antikörper-Dynabeads®-Komplex in 100 µL 

PBS-T resuspendiert und in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Der Überstand wurde 

abgenommen und die Elution erfolgte unter Schwenken (350 rpm) in 40 µL 1X Lämmlipuffer 

bei 40 °C für 10 min. Abschließend wurde das Eluat von den Dynabeads® abgenommen und 

für die western blots eingesetzt. 

2.11 Analyse des Phosphorylierungszustands von PLN mittels Phos-Tag™ 
Die Analyse des Phosphorylierungszustands von PLN wurde mittels Phos-Tag™ SDS-PAGE 

durchgeführt. Dabei handelt es sich um eine gelelektrophoretische Methode, mit welcher 

Proteine sowohl nach Molekulargewicht als auch nach Anzahl der Phosphorylierungen 

aufgetrennt werden können. Herzgewebe-Lysate wurden auf 12,5 %igen Polyacrylamidgelen 

mit Zusatz von 17,5 µM Phos-Tag™-Acrylamid (AAL-107, Wako Pure Chemical Industries, 

Ltd.) und 35 µM MnCl2 aufgetrennt. Vor der Übertragung der Proteine auf die Membran wurde 

das Mangan durch 10-minütige Inkubation mit 10 mM EDTA in Blottingpuffer (25 mM Tris, 

150 mM Glycin, 20 % Methanol (v/v)) aus den Gelen entfernt. Anschließend wurden die Gele 

für 6 min in Blottingpuffer ohne EDTA gewaschen und die Proteine wie oben beschrieben auf 

eine PVDF-Membran übertragen. Die Detektion von PLN bzw. N-terminal FLAG-markiertem 

PLN erfolgte mittels anti-PLN- bzw. anti-FLAG-Antikörper. 

2.12 Herstellung kompetenter Bakterien 
5 mL LB-Medium wurden mit E. coli angeimpft und über Nacht bei 37 °C schwenkend 

inkubiert. Am nächsten Tag wurden 100 mL LB-Medium in einen sterilen 500 mL 

Erlenmeyerkolben steril abgefüllt und mit 1 mL der Vorkultur beimpft. Die Kultur wurde für 

3-4 Stunden bei 37 °C bis zu einer optischen Dichte von 0,6 bei 660 nm geschwenkt. 

Anschließend wurde die Kultur bei 5000 rpm für 10 Minuten abzentrifugiert und das Zellpellet 

in 1 mL kaltem Transformationspuffer (10 mM HEPES, 15 mM CaCl2, 250 mM KCl, 55 mM 

MnCl2, pH 6,7 mit KOH eingestellt, steril filtriert) resuspendiert. Nach Zugabe von weiteren 

19 mL Transformationspuffer erfolgte eine 10-minütige Inkubation auf Eis. Nach erneutem 

Abzentrifugieren bei 4000 rpm für 10 Minuten wurde das Zellpellet in 3,5 mL 

Transformationspuffer und 280 µL DMSO resuspendiert und 10 Minuten auf Eis inkubiert. 

Dieser Ansatz wurde zu 200 µL in sterilen Reaktionsgefäßen aliquotiert und bis zur 

Transformation der Bakterien bei -80 °C gelagert. 
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2.13 Transformation kompetenter Bakterien 
Für die Transformation wurde jeweils ein Aliquot der kompetenten Bakterien verwendet. Das 

Aliquot wurde auf Eis aufgetaut. Eine sterile Pipettenspitze wurde in die Stocklösung (1µg/µL) 

des zu transformierenden Vektors eingetaucht, ohne mit der Pipette ein Volumen 

aufzunehmen. Diese Spitze wurde anschließend kurz in die Zellsuspension der kompetenten 

Bakterien eingetaucht. Nach drei Minuten auf Eis wurde der Ansatz vorsichtig gemischt und 

für weitere 15 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurde der Ansatz für 30 s bei 37 °C inkubiert, 

1 mL LB-Medium zugegeben und für weitere 45 Minuten bei 37 °C inkubiert. Der Ansatz wurde 

anschließend abzentrifugiert, das Zellpellet in 50 µL LB-Medium resuspendiert und auf 

Ampicillin-haltigen Platten ausplattiert. Diese wurden über Nacht bei 37 °C inkubiert. 

2.14 DNA-Aufreinigung aus transformierten Bakterien 
Die DNA-Aufreinigung erfolgte mittels NucleoBond® Xtra Midi Kit (Macherey-Nagel) nach dem 

Prinzip der alkalischen Lyse. Eine Kolonie der transformierten Bakterien wurde zur Beimpfung 

einer 200 mL Kultur in Ampicillin-haltigem LB-Medium verwendet. Diese wurde über Nacht 

schwenkend bei 37 °C inkubiert. Die Kultur wurde bei 4500 rpm bei 4 °C für 10 Minuten 

abzentrifugiert und das Zellpellet in 8 mL Resuspensionspuffer (mit RNase A) resuspendiert. 

Die DNA-bindenden Säulen wurden mit 12 mL Äquilibrierungspuffer äquilibriert. Die Lyse der 

Zellen erfolgte durch Zugabe von 8 mL Lysepuffer und 5-maligem invertieren des 

Reaktionsgefäßes. Nach 5-minütiger Inkubationszeit wurde der Ansatz durch Zugabe von 

8 mL Neutralisationspuffer neutralisiert und die Säulen mit dem aufgeschwenkten Lysat 

beladen. Nach Durchlauf des Lysats wurde der Filter mit 5 mL Äquilibrierungspuffer 

gewaschen. Der Filter wurde entfernt, die Säulen mit 8 mL Waschpuffer gewaschen und die 

DNA mit 5 mL Eluationspuffer eluiert. Nach Zugabe von 3,5 mL wurde das Eluat für 30 Minuten 

bei 4 °C und 4500 rpm abzentrifugiert und der Überstand entfernt. Zum DNA-Pellet wurden 

2 mL 70 %iger Ethanol gegeben und erneut für 5 Minuten bei 4500 rpm zentrifugiert. Nach 

Entfernung des Ethanols wurde das DNA-Pellet bei Raumtemperatur getrocknet und in 100 µL 

sterilem Millipore-H2O aufgenommen. Die DNA-Konzentration wurde abschließend auf 

1 µg/µL eingestellt. Die so aufgereinigte DNA wurde für die Transfektion von HEK293-Zellen 

verwendet. 

2.15 Plasmide und DNA-Konstrukte 
Die verschiedenen DNA-Konstrukte wurden zur Verfügung gestellt und lagen im Vektor 

pcDNA3 (Invitrogen) vor (Abbildung 6). In diesen und wurden sie mittels BamHI und EcoRI 

kloniert. PLN-cDNA wurde mittels PCR aus Mausherz-cDNA amplifiziert. Hierzu wurden 

spezifische flankierende Primer verwendet, welche zusätzlich die BamHI- und 

EcoRII-Erkennungssequenzen am 5‘- bzw. 3‘-Ende besaßen. Die Erzeugung von PLN-AFA 

erfolgte mittels nested PCR. Dabei wurden an den Positionen 36, 41 und 46 die Mutationen 
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C36A, C41F und C46A eingeführt. PLN-R9C wurde mit derselben Methode durch Einbringung 

der Mutation R9C erzeugt. PLN-AFA-R9C besaß die Mutationen R9C, C36A, C41F und C46A. 

Bei dieser Methode zur Erzeugung von spezifischen Mutationen in einer DNA-Sequenz 

werden mehrere aufeinanderfolgende PCR-Schritte durchgeführt. In einem ersten Schritt 

werden zwei PCR-Reaktionen mit Primerpaaren durchgeführt, von denen jeweils ein Primer 

die gewünschte Mutation enthält und inmitten der Sequenz bindet. Der zweite Primer flankiert 

die Ausgangssequenz und besitzt zusätzlich die Erkennungssequenz für die 

Restriktionsenzyme, die für die Klonierung verwendet werden sollen. Folgende 

Primersequenzen wurden dabei verwendet: 

PLN-BamF: GACCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCATG 

FLAG-BamF: CTGTTAGGATCCATGGATTATAAAGACGACGACGATAAAGAGAAA 

PLN-EcoR1R: CTGTCAAGGAATTCAGTCAGAGAAGCATGACGATG 

AFA-PLNF: GCTCTCATCTTGATATTTCTCCTGCTGATCGCCATC 

AFA-PLNR: GCGATCAGCAGGAGAAATATCAAGATGAGAGCGAAA 

R9C-PLNF: AATACCTCACTTGCTCTGCTATAAGAAGGGCCTC 

R9C-PLNR: TTATAGCAGAGCAAGTGAGGTATTGAACTTTCTC 

Dabei bezeichnen AFA-PLNF bzw. AFA-PLNR und R9C-PLNF bzw. R9C-PLNR die Primer, 

welche die einzubringenden Mutationen in ihrer Sequenz enthielten. Die beiden 

PCR-Reaktionen des initialten Mutageneseschritts wurden mit den Primern 

PLN-BamF/AFA-PLNR und AFA-PLNF/PLN-RcoR1R (bzw. für PLN-R9C: 

PLN-BamF/R9C-PLNR und R9C-PLNF/PLN-EcoR1R) durchgeführt (30 Zyklen, 55 °C 

annealing). Anschließend wurden die PCR-Produkte gemischt und mit den Primern 

PLN-BamF/PLN-EcoR1R der komplette open reading frame (ORF) mit den enthaltenen 

Abbildung 6 Vektorkarte von pcDNA3 (modifiziert nach Angaben der Firma Invitrogen). Die Polylinkerregion 
enthält folgende Erkennungssequenzen (von 5‘ nach 3‘): HindIII, KpnI, BamHI, BstXI, EcoRI, EcoRV, BstXI, NotI, 
XhoI, XbaI und ApaI. P CMV: CMV-Promotor (bp 209-863), T7: T7-Promotor (bp 864-882), SV40: SV40-Promotor 
(bp 1790-2115), SV40 polyA (bp 3000-3372), Neomycin: Neomycin ORF (bp 2151-2945), ColE1: ColE1-origin (bp 
3632-4305), Ampicillin: Ampicillin ORF (bp 4450-5310). 



Material und Methoden 
 

24 
 

Mutationen amplifiziert (30 Zyklen bei initial 50 °C, dann 57 °C annealing). Das PCR-Produkt 

dieser Reaktion wurden mittels BamHI und EcoRI in den Vektor pcDNA3 kloniert. Zur 

Erzeugung der Sequenzen für die N-terminal FLAG-markierten PLN-Konstrukte wurden die 

Primer FLAG-BamF/PLN-EcoR1R verwendet. Für die Klonierung der SERCA2a-Sequenz aus 

Mausherz-cDNA wurden folgende Primer verwendet: 

SERCA2aF: AAGAAAAAGGAGGGGACAGC 

SERCA2aR: GGCAAGGAGTTGTCCTCATC 

2.16 Messung der PP1- und PP2A-Aktivität 
Die Messung der Aktivität von PP1 und PP2A erfolgte mittels 32P-Phosphorylase a als 

Substrat. Die Aktivität von PP2A wurde als Anteil der Gesamtaktivität bestimmt, welcher durch 

3 nM Okadasäure inhibiert wurde. In dieser Konzentration stellt Okadasäure einen 

spezifischen PP2A-Inhibitor dar. Unter flüssigem Stickstoff pulverisiertes Gewebe (10 mg) 

wurden in 4 mM EDTA und 15 mM β-Mercaptoethanol (pH 7,4) mittels Ultraschall weiter 

homogenisiert. Das Homogenat wurde für 20 Minuten bei 14000×g abzentrifugiert und der 

Überstand für die Messungen eingesetzt. Der Inkubationsansatz für die Messungen enthielt 

neben dem Substrat 20 mM Tris (pH 7,0), 5 mM Koffein, 0,1 mM EDTA und 

0,1 % β-Mercaptoethanol (v/v). Die Reaktion wurde durch Zugabe der Überstände gestartet 

und für 30 Minuten inkubiert. Anschließend wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 %iger 

Trichloressigsäure gestoppt und das ausgefallene Protein abzentrifugiert. Die Radioaktivität in 

den so erhaltenen Überständen wurde gemessen und auf die eingesetzte Proteinmenge und 

die Inkubationsdauer bezogen. 

2.17 Isolation von Kardiomyozyten aus Mausherzen und Messung des 

kardiomyozytären Kalziumkreislaufs 
Die Kardiomyozytenisolation und die Messungen des kardiomyozytären Kalziumkreislaufs 

wurden von Annette Kronenbitter, Institut für Pharmakologie und Klinische Pharmakologie, 

Universitätsklinikum Düsseldorf, durchgeführt. Zur Isolation von Kardiomyozyten wurden 

Mausherzen zunächst mit 50 mL Puffer II und anschließend 6 min bei 37 °C retrograd mit einer 

Kollagenase I-Lösung (Worthington Biochemical Corp.) perfundiert. Das Herz wurde in eine 

Petrischale mit Waschpuffer I überführt, die Aorta entfernt und das Herz in drei Teil bis zur 

Herzspitze eingeschnitten. Es folgte eine 10-minütige Inkubation bei 37 °C des so präparierten 

Herzens. Anschließend wurde das Gewebe mit einer feinen Schere zerkleinert und mittels 

Pasteurpipette dissoziiert. Die erhaltene Zellsuspension wurde durch ein Nylonnetz mit 

150 µm Porengröße in ein 50 mL Reaktionsgefäß überführt. Die Kardiomyozyten wurden 

5-10 min sedimentiert und der Überstand abgenommen. Das Zellpellet wurde in 

Waschpuffer II resuspendiert und die Zellen erneut 5-10 min sedimentiert. Nach Abnehmen 

des Überstands wurde das Pellet in Waschpuffer III resuspendiert. Nach 20-minütiger 
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Sedimentation und kurzem Abzentrifugieren bei 450 rpm wurde der Überstand abgenommen 

und das Pellet in loading buffer resuspendiert. Die Zellsuspension wurde zu 1 mL aliquotiert 

und mit je 1 µL Fura2 (1 µg in DMSO) versetzt. Die so mit Fura2 beladenen Kardiomyozyten 

wurden anschließend zweimal mit loading buffer gewaschen und abschließend in 

Perfusionspuffer aufgenommen. Die Messung des kardiomyozytären Kalziumkreislaufs 

erfolgte bei Anregungswellenlängen von 340 nm und 380 nm mittels HyperSwitch Myocyte 

System (IonOptix Corp.). Die verwendeten Puffer besaßen folgende Zusammensetzung (in 

mM): 

Puffer I: 126 NaCl, 4,4 KCl, 1 MgCl2 

Puffer II: 4 NaHCO3, 10 HEPES, 30 BDM, 11 Glukose, 50 mL Puffer I, ad 1000 mL, 

pH 7,3-7,35 

Puffer III: 4 NaHCO3, 10 HEPES, 11 Glukose, 50 mL Puffer I, ad 1000 mL, pH 7,3-7,35 

Waschpuffer I: 2 % BSA (w/v), 0,1 CaCl2 in Puffer II 

Waschpuffer II: 2 % BSA (w/v), 0,2 CaCl2 in Puffer II  

Waschpuffer III: 2 % BSA (w/v), 0,5 CaCl2 in Puffer II und Puffer III (Puffer II und III im 

Verhältnis 1 : 1) 

2.18 Induktion von Ischämie/Reperfusion 
Zur Induktion von Ischämie und darauf folgender Reperfusion wurde ein closed-chest-Modell 

verwendet93. Die chirurgischen Eingriffe wurden von Prof. Dr. med. Joachim Schmitt (Institut 

für Pharmakologie und Klinische Pharmakologie, Universitätsklinikum Düsseldorf) 

durchgeführt. Die Auslösung der Ischämie/Reperfusion erfolgte durch Annette Kronenbitter 

(Institut für Pharmakologie und Klinische Pharmakologie, Universitätsklinikum Düsseldorf). 

10-12 Wochen alte, männliche Mäuse des Mausstamms C57BL/6J wurden durch 

intraperitoneale Injektion von Ketamin (60 mg/kg Körpergewicht) und Xylazin (10 mg/kg 

Körpergewicht) narkotisiert. Die narkotisierten Mäuse wurden intubiert und mit einem 

Ventilationsgerät verbunden (Minivent Microventilator, Hugo Sachs). Mittels Heizplatte wurde 

die Körpertemperatur bei 37 °C gehalten. Nach Eröffnung des Thorax und Entfernung des 

Perikards wurde der Ramus interventricularis anterior (engl. left anterior descending, LAD) 

identifiziert und mit einem 0-7 Prolenfaden unterstochen. Die Enden des Fadens wurden beim 

Verschließen des Thorax in einer subkutanen Tasche platziert. Anschließend wurde zur 

postoperativen Analgesie Buprenorphin injiziert (0,05-0,1 mg/kg, subkutan, alle 8 Stunden). 

Drei Tage nach der initialen Operation wurden die Mäuse durch inhalative Gabe von Isofluran 

(2,0 Vol%) narkotisiert. Die Enden des Fadens wurden freigelegt und vorsichtig zugezogen, 

sodass eine Okklusion der LAD resultierte. Die myokardiale Ischämie wurde durch 

kontinuierliche Überwachung der ST-Strecken-Hebung mittels EKG bestätigt. Nach 

60-minütiger Okklusion der LAD wurde der Faden gelockert und die Reperfusion mittels EKG 

verifiziert. Nach Wundverschluss erhielten die Mäuse erneut Buprenorphin (0,05-0,1 mg/kg, 



Material und Methoden 
 

26 
 

subkutan, alle 8 Stunden). Die Kontrollgruppe durchlief dieselbe chirurgische Prozedur ohne 

Okklusion der LAD. Die Entnahme der Herzen erfolgte 24 Stunden nach der einstündigen 

Ischämie. Die hier aufgeführten tierexperimentellen Arbeiten wurden antragsgemäß vorab 

durch das Landesamt für Natur, Umwelt und Verbraucherschutz des Landes 

Nordrhein-Westfalen (LANUV) unter der Antragsnummer Az. 84-02.04.2013.A122 genehmigt. 

2.19 Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels GraphPad Prism 7.03 Software 

(GraphPad Software Inc.). Sofern nicht anders angegeben erfolgte die Darstellung der Daten 

als Mittelwerte ± Standardabweichung (SD). Zwei Gruppen wurden mittels ungepaartem, 

zweiseitigem Student’s t-Test verglichen. Die statistische Auswertung der mittels Phos-Tag™ 

erhaltenen Daten wurde mittels multipler t-Tests durchgeführt und die p-Werte anschließend 

nach der Holm-Sidak-Methode für multiples Testen korrigiert. Ein p<0,05 wurde als statistisch 

signifikant angesehen. 

2.20 Verwendete Antikörper 
Tabelle 1: Übersicht der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Antikörper. 

Antikörper Verdünnung Hersteller 

RyR2 clone 34C 1:5000 Thermo Fisher Scientific 

pRyR2(S2814) 1:5000 Badrilla 

pRyR2(S2808) 1:5000 Badrilla 

SERCA2a clone Y/1F4 1:5000 Badrilla 

PLN clone A1 1:5000 Badrilla 

phospho-PLN (S16) 1:5000 Badrilla 

phospho-PLN (T17) 1:5000 Badrilla 

HAX-1 clone 52/HAX-1 1:5000 BD Transduction Laboratories™ 

S100A1 1:5000 Acris 

Cardiac TnI 1:2000 Cell Signaling Technology® 

phospho-TnI (S23/24) 1:2000 Cell Signaling Technology® 

FLAG clone M2 1:10000 Sigma 

PKA cat  1:1000 Cell Signaling Technology® 

PP1 1:5000 Millipore 

Goat-anti-rabbit IgG (H+L) hrp-gekoppelt 1:10000 Rockland 

Goat-anti-mouse IgG (H+L) hrp-gekoppelt 1:10000 Rockland 
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2.21 Geräte und Verbrauchsmaterialien 
Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien und Reagenzien. 

Verbrauchsmaterialien und Reagenzien 

SNAP i.d.® 2.0 Mini Blot Holders (7.5 x 8.4 cm) Merck Millipore Ltd. 

Luminata Forte Western HRP-Substrat Merck Millipore Ltd. 

Immobilon®-P PVDF-Membran Merck Millipore Ltd. 

Fuji Super RX-N Fujifilm Europe GmbH 

Carestream® Kodak® autoradiography GBX developer/replenisher Kodak® 

Carestream® Kodak® autoradiography GBX fixer/replenisher Sigma-Aldrich® 

Phos-Tag™-Acrylamid 
Fujifilm Wako Chemicals 

Europe GmbH 

Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1) Carl Roth® 

TEMED Sigma-Aldrich® 

Ammoniumpersulfat Sigma-Aldrich® 

SDS ultra pure für die Gelelektrophorese Carl Roth® 

Benzamidin Sigma-Aldrich® 

PMSF Sigma-Aldrich® 
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Tabelle 3: Übersicht der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Gerätschaften. 

Geräte 

SNAP i.d.® 2.0 Millipore 

Microtek ScanMaker i800plus Microtek 

Milli-Q Biocel Millipore 

Mini-PROTEAN® II Electrophoresis Cell BioRad 

Mini Trans-Blot® Cell BioRad 

BioRad Gelgießstation BioRad 

Ultra-Turrax®, Ika® T10 basic, Dispergierwerkzeug S 10 N-5 G Ika® 

Dispergierwerkzeug S 10 N-5 G Ika® 

 

 
Tabelle 4: Übersicht der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Software. 

Software 

GraphPad Prism 7.03 GraphPad 

Inkscape Inkscape 

Image Studio Lite 4.0 Licor 

Microsoft Office Microsoft 

UGene UGene 
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Proteinexpression der Transgene mittels western blot-Analyse quantifiziert. Die Proben 

wurden vor der Proteinexpressionsanalyse für 5 Minuten auf 95 °C erhitzt. Da PLN-Pentamere 

nicht hitzestabil sind, führte dies zum Zerfall der Pentamere in Monomere. Dies ermöglichte 

eine bessere Vergleichbarkeit der PLN-Expression. Die Proteinexpression beider Transgene 

war nicht signifikant voneinander verschieden (Abbildung 8 A, unten). Auf Grund der fehlenden 

Pentamerbildung wies die Mauslinie TgAFA jedoch eine etwa zweifach größere Menge an 

Monomeren auf (Abbildung 8, oben, P<0,0001). Die Expressionsstärke beider Transgene war 

vergleichbar mit der PLN-Proteinexpression von Wildtyp-Mäusen. Somit lagen annähernd 

physiologische Proteindosen vor, sodass Artefakte durch eine unphysiologisch hohe 

Überexpression unwahrscheinlich sind. Zur Kontrolle der Spezifität des in dieser Arbeit 

verwendeten anti-PLN-Antikörpers wurden Herzventrikel-Lysate der PLN-defizienten 

Mauslinie PLN-KO verwendet. Mit diesem Antikörper zeigte sich keinerlei Signal in 

Herzgewebe-Lysaten aus PLN-KO-Mäusen (Abbildung 8 B).  

3.1.2 Der kardiomyozytäre Kalziumkreislauf in isolierten Kardiomyozyten in An- und 

Abwesenheit von PLN-Pentameren 

Die funktionellen Messungen des kardiomyozytären Kalziumkreislaufs an isolierten 

Kardiomyozyten sowie die Datenauswertung dieser Messungen wurden von Annette 

Kronenbitter, Institut für Pharmakologie und Klinische Pharmakologie des 

Universitätsklinikums Düsseldorf, durchgeführt. Ihre Ergebnisse sind in Abbildung 9 

zusammengefasst. Zellen aus TgPLN zeigten im Vergleich mit PLN-KO-Zellen eine 

verlangsamte Kalziumelimination aus dem Zytosol (Abbildung 9, P<0,01). Im Gegensatz dazu 

war die Kalziumelimination in TgAFA- im Vergleich mit PLN-KO Kardiomyozyten nur 

tendenziell, jedoch nicht signifikant langsamer. Die zytosolische Kalziumelimination verlief in 

TgAFA-Kardiomyozyten signifikant schneller als in TgPLN (P<0,05, TgAFA vs. TgPLN). Die 

Stimulation mit Isoproterenol beschleunigte die Kalziumelimination in TgPLN- stärker als in 

TgAFA-Kardiomyozyten. Die Geschwindigkeit der Kalziumelimination war nach Stimulation in 

beiden Linien nicht mehr signifikant voneinander verschieden. Kardiomyozyten aus PLN-KO 

reagierten nicht mit einer Steigerung der Geschwindigkeit der zytosolischen 

Kalziumelimination auf die Isoproterenol-Stimulation.  

Zusammenfassend kann gefolgert werden, dass PLN die SERCA2a unter basalen 

Bedingungen stärker als PLN-AFA inhibiert. Durch β-adrenerge Stimulation konnte der 

inhibitorische Effekt in beiden Mauslinien nahezu vollständig aufgehoben werden. Da der 

SERCA2a-inhibitoritsche Effekt von PLN-Monomeren überwiegend durch die PKA-abhängige 

Phosphorylierung an S16 reguliert wird, deutete dies auf einen unterschiedlichen 

Phosphorylierungsstatus von PLN-Monomeren in den beiden Mauslinien hin. Aus diesem 

Grund wurde im Folgenden die Phosphorylierung von Pentameren sowie Monomeren in 

ventrikulärem Herzgewebe dieser Mauslinien untersucht.    
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Wirkung auf die SERCA2a und die Lebenszeitverkürzung durch die R9C-Mutation 

verantwortlich sein könnte. 
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Kalziumtransienten durch β-adrenerge Stimulation (vgl. 3.3.1) ebenfalls posttranslationale 

Ursachen für den gestörten Kalziumkreislauf nahe. 
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4 Diskussion 

4.1 Die Rolle von PLN-Pentameren in der Regulation der SERCA2a-Aktivität 
Die Kalzium-ATPase SERCA2a ist ein zentraler Regulator der kardiomyozytären 

Kalziumhomöostase. Da Kalzium in vielfältige zelluläre Funktionen involviert ist, können 

Störungen der SERCA2a-Funktion dramatische Folgen für das Herz und den gesamten 

Organismus haben, wie nicht zuletzt durch die embryonale Letalität SERCA2-defizienter 

Mäuse dokumentiert99.  

Kalzium stellt ein wichtiges Signal zur Steuerung zahlreicher zellulärer Prozesse dar. So ist 

Kalzium an der Regulation des Energiehaushalts, der Genexpression und der Aktivität sowie 

des Aufbaus von Proteinen bzw. Proteinkomplexen beteiligt10. Darüber hinaus werden 

kalziumvermittelte Signale auch in andere Signalwege integriert. So bewirkt eine Erhöhung 

der zytosolischen Kalziumkonzentration eine Aktivierung von CaMKII, einer Kinase, die eine 

Reihe von Zielproteinen phosphoryliert. Nicht zuletzt vermittelt Kalzium in Herzmuskelzellen 

die Kontraktion und Relaxation der Sarkomere. Deshalb wirken sich Veränderungen der 

SERCA2a-Aktivität unmittelbar auf die Pumpfunktion des Herzens aus (Vgl. 1.1). 

Im Herzmuskel von Patienten mit Herzinsuffizienz ist die Proteinexpression von SERCA2a 

regelmäßig reduziert6,10,100–103. Lange Zeit war unklar, ob dies eine Folge der Herzinsuffizienz 

ist oder auch kausal zur Entwicklung der kontraktilen Fehlfunktion beiträgt. Mit der 

Identifikation angeborener PLN-Mutationen in Familien mit dilatativer Kardiomyopathie zeigte 

sich jedoch, dass Veränderungen der SERCA2a-Aktivität sogar alleinige Ursache für 

schwerwiegendes und letztlich letales morphologisches und funktionelles 

kardiales remodeling darstellen können54,55,104. Ein tieferes Verständnis der Regulation der 

SERCA2a-Aktivität im Herzen ist daher sowohl wissenschaftlich als auch klinisch von hoher 

Relevanz, um die Pathomechanismen der Herzinsuffizienz besser zu verstehen und 

möglicherweise neue Ansatzpunkte für kausale Therapiestrategien zu identifizieren. 

Der wichtigste Regulator der SERCA2a-Aktivität ist PLN. Aus diesem Grund besitzt auch die 

Regulation der PLN-Aktivität großen Stellenwert für die Pathogenese der Herzinsuffizienz. Die 

vorliegende Arbeit hat zum ersten Mal gezeigt, dass PLN im Herzen nicht nur in monomerer 

Form durch direkte Interaktion mit SERCA2a die Kalzium-ATPase hemmt, sondern dass auch 

Pentamere des PLN die SERCA2a-Aktivität und damit den kardiomyozytären Kalziumkreislauf 

modulieren. Unter basalen Bedingungen verstärkten PLN-Pentamere die inhibitorische 

Aktivität der Monomere, indem sie den Phosphorylierungszustand der PLN-Monomere an 

deren PKA-abhängiger Phosphorylierungsstelle (S16) reduzierten. Die Folge der verstärkten 

Hemmung von SERCA2a war eine verlangsamte Kalziumelimination aus dem Zytosol der 

Herzmuskelzellen. 
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Die Rolle von PLN-Monomeren als SERCA2a-inhibitorische PLN-Fraktion ist gut etabliert. Es 

konnte in vitro gezeigt werden, dass verschiedene PLN-Mutanten, welche die 

Pentamerbildung unterdrücken, SERCA2a stärker inhibieren als Wildtyp-PLN32. Mäuse, 

welche die überwiegend monomeren PLN-Mutanten L37A und I40A herzspezifisch 

überexprimierten, zeigten eine im Vergleich zum Wildtyp stark verringerte Aktivität von 

SERCA2a43. Darüber hinaus konnte für Monomere die Bindestelle im SERCA2a-Protein 

identifiziert werden, welche sich nahe der Kalziumbindestelle befindet. PLN-Monomere binden 

SERCA2a dabei in der E2-Konformation (Vgl. 1.2.1), was die Bindung von Kalziumionen 

verhindert46. Dies macht eine Rolle für Monomere als inhibitorische Fraktion auch 

mechanistisch plausibel. 

Die funktionelle Rolle der Pentamerbildung von PLN ist dagegen weniger gut definiert. Einige 

Befunde deuten aber darauf hin, dass auch Pentameren eine regulatorische Funktion 

beikommt. So liegen etwa 70 % des PLN-Proteins als Pentamer vor37. Dieser hohe Grad an 

Oligomerisierung lässt vermuten, dass es sich bei Pentameren nicht um eine rein passiv 

agierende, inaktive PLN-Fraktion handelt. Außerdem konnte eine Bindestelle für 

PLN-Pentamere im SERCA2a-Protein identifiziert werden, welche sich von der Bindestelle der 

Monomere unterscheidet46–48. Diese spezifische Interaktion von PLN-Pentameren mit 

SERCA2a deutet ebenfalls auf eine funktionelle Relevanz der Pentamerbildung hin. Des 

Weiteren zeigen Befunde von Chu et al.53, dass Pentamere die PLN-vermittelte 

SERCA2a-Inhibition in einem Mausmodell verstärkten. Der zugrunde liegende Mechanismus 

wurde hierbei jedoch nicht aufgeklärt. Zusammenfassend sind die funktionellen 

Konsequenzen der PLN-Pentamerisierung nicht vollends verstanden.  

Bisher wurde ein dynamisches Gleichgewicht zwischen Pentameren und Monomeren 

diskutiert. Die vorgeschlagene Rolle für PLN-Pentamere besteht dabei in einer 

Speicherfunktion für inaktive PLN-Monomere. Grundlage dafür war die Beobachtung einer 

Veränderung des Pentamer-/Monomergleichgewichts in Abhängigkeit des 

Phosphorylierungszustands an S1637,51. Dabei bildete PLN bei erhöhter S16-Phosphorylierung 

verstärkt Pentamere. Im Gegensatz dazu konnte in der vorliegenden Arbeit in dem 

verwendeten Mausmodell TgPLN keine Verschiebung des 

Pentamer-/Monomergleichgewichts durch Veränderungen des Phosphorylierungszustands an 

S16 beobachtet werden (3.1.4, Abbildung 11). Die Gründe für diese Diskrepanz liegen 

möglicherweise in der verwendeten Analysemethode. Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit, 

in der Herzgewebe mittels western blot analysiert wurde, wurden die in der Literatur 

beschriebenen Untersuchungen an rekombinanten, aufgereinigten Proteinen in artifiziellen 

Membranumgebungen mittels spektroskopischer Methoden durchgeführt. Dabei wurde von 

der Interaktion der Lipide mit PLN auf den Oligomerisierungsgrad geschlossen. Neben diesen 

Befunden konnte zu einem späteren Zeitpunkt von Robia et al. gezeigt werden, dass der 
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Austausch von Protomeren eines Pentamers gegen ein Monomer nur langsam innerhalb von 

Minuten vonstatten geht105. Auch dies könnte ein Grund für das in der vorliegenden Arbeit 

beobachtete unveränderte Pentamer-/Monomergleichgewicht nach Phosphorylierung sein. 

Der Untersuchungszeitpunkt lag bei drei Minuten nach der β-adrenergen Stimulation, eine 

Zeitspanne, die möglicherweise zu kurz ist, um Veränderungen des Gleichgewichts zu 

detektieren. Eine Reaktion auf β-adrenerge Stimulation („fight-or-flight“-Reaktion) erfolgt 

jedoch innerhalb von Sekunden, weshalb diese langsame Kinetik des Austauschs von 

Protomeren nicht mit der schnell stattfindenden fight-or-flight-Reaktion vereinbar ist. Eine reine 

Speicherfunktion für Pentamere erscheint daher zumindest bei akuter Stimulation wenig 

plausibel.  

Darüber hinaus wurde in vitro gezeigt, dass PLN-Pentamere die Kalziumpermeabilität von 

Membranen steigern können106. Physiologisch scheint eine Rolle als Kalziumkanal aber nicht 

relevant zu sein, da die Steigerung der Kalziumpermeabilität nur unter unphysiologisch hohen 

Membranpotentialen beobachtet werden konnte107. Im Einklang damit geben auch die 

vorliegenden Daten dieser Arbeit keinen Hinweis auf einen vermehrten Kalziumausstrom aus 

dem SR in der Anwesenheit von Pentameren. Eine funktionelle Rolle für Pentamere als 

Kalziumkanal erscheint daher unwahrscheinlich.  

Die Beobachtung, dass PLN-Monomere die SERCA2a-inhibitorische PLN-Fraktion darstellen, 

legt die Erwartung nahe, dass eine erhöhte Menge an Monomeren zu einer gesteigerten 

SERCA2a-Inhibition führt. Im Einklang mit dieser Modellvorstellung fanden Zvaritch et al. eine 

verlangsamte zytosolische Kalziumelimination in zwei transgenen Mausmodellen, welche 

überwiegend monomeres PLN kardiomyozytenspezifisch exprimierten43. Im Gegensatz dazu 

war die zytosolische Kalziumelimination in der Mauslinie TgAFA, die in der vorliegenden Arbeit 

untersucht wurde, beschleunigt. Der Hauptgrund für diese Diskrepanz liegt vermutlich in den 

verwendeten Mausmodellen. Ein geeignetes transgenes Tiermodell zur Untersuchung der 

funktionellen Rolle der PLN-Oligomerisierung sollte idealerweise folgende Anforderungen 

erfüllen: (1) Die Transgenexpression sollte in PLN-defizienten Tieren erfolgen, damit keinerlei 

endogene Pentamere vorliegen. (2) Die Expression des Transgens sollte zudem ungefähr im 

physiologischen Bereich liegen. (3) Um die Vergleichbarkeit zu gewährleisten sollte das 

Transgen die gleiche inhibitorische Kapazität wie Wildtyp-PLN besitzen, d. h. die Mutationen, 

die zur Unterdrückung der Oligomerisierung führen, sollten per se keinen Einfluss auf die 

Inhibition von SERCA2a besitzen. (4) Die verwendete PLN-Mutante sollte einen möglichst 

geringen Restanteil an Pentameren besitzen und gut charakterisiert sein. Die von 

Zvaritch et al. verwendeten Mausmodelle exprimierten das endogene PLN-Gen. Somit lagen 

in diesen Modellen PLN-Pentamere vor. Die in der vorliegenden Arbeit verwendete transgene 

Mauslinie TgAFA war hingegen defizient für das endogene PLN-Gen und besaß dadurch keine 

endogenen PLN-Pentamere. Zudem war die Transgenexpression in den von Zvaritch et al. 



Diskussion 
 

65 
 

verwendeten Mausmodellen etwa 11-13-fach stärker als die Expression des endogenen 

PLN-Gens und somit unphysiologisch hoch. Da in Wildtyp-Mäusen nur etwa 40 % der 

SERCA2a durch PLN reguliert werden108, beruht die von Zvaritch et al. beobachtete verstärkte 

SERCA2a-Inhibition möglicherweise unabhängig von der Fähigkeit zur Oligomerisierung auf 

einer Absättigung von SERCA2a mit PLN-Molekülen. Die Proteinexpression des 

PLN-AFA-Transgens in der Mauslinie TgAFA war hingegen mit der PLN-Expression 

wildtypischer Mäuse vergleichbar (3.1.1, Abbildung 8). Darüber hinaus konnte gezeigt werden, 

dass die drei Cysteine C36, C41 und C46, welche in PLN-AFA mutiert sind, nicht für die 

Inhibition von SERCA2a notwendig sind und die Mutation dieser Aminosäuren zur 

vollständigen Unterdrückung der Pentamerbildung führt41. PLN-AFA gilt daher als vollständig 

funktionaler, jedoch pentamerdefizienter Inhibitor von SERCA2a42. Die von Zvaritch et al. 

verwendete I40A-Mutation unterdrückt die Pentamerbildung dagegen nicht vollständig35 und 

ist dadurch zur Untersuchung einer funktionellen Rolle der Pentamerisierung wenig geeignet. 

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Mauslinie TgAFA stellt aus diesen Gründen ein 

geeigneteres Modell zur Untersuchung der Funktion der PLN-Pentamerisierung dar. 

Im Vergleich zur Mauslinie TgPLN zeigten PLN-Monomere der pentamerdefizienten Mauslinie 

TgAFA eine verstärkte Phosphorylierung an der PKA-abhängigen Phosphorylierungsstelle 

S16, während die CaMKII-abhängige Phosphorylierungsstelle T17 von der Abwesenheit der 

Pentamere unbeeinflusst war. Mechanistisch kommen hierbei zwei Möglichkeiten in Frage, 

welche diese Befunde erklären könnten:  

Einerseits könnte in Folge der fehlenden Pentamerbildung eine verstärkte PKA-abhängige 

Phosphorylierung von Monomeren durch PKA stattfinden. Dabei könnte PKA im Gegensatz 

zur CaMKII möglicherweise eine höhere Affinität zu Pentameren als zu Monomeren besitzen, 

sodass Pentamere bevorzugt phosphoryliert werden und die Phosphorylierung der Monomere 

deshalb in Anwesenheit von Pentameren sinkt. In Übereinstimmung damit zeigten Pentamere 

in einem Zellkulturmodell einen Einfluss auf die S16-Phosphorylierung von Monomeren91. 

Dabei war die Kinetik der Phosphorylierung von Pentameren schneller als die der Monomere, 

was Pentamere als bevorzugte PKA-Zielstruktur nahelegt. Zudem zeigte sich auch in dem in 

der vorliegenden Arbeit verwendeten Mausmodell TgPLN eine im Vergleich zu Monomeren 

verstärkte Phosphorylierung der Pentamere (3.1.3, Abbildung 10).  

Andererseits könnte die Dephosphorylierung der Phosphorylierungsstelle S16 durch 

Phosphatasen in der Abwesenheit von Pentameren vermindert sein. Die Phosphatasen PP1 

und PP2A, welche in Kardiomyozyten den Großteil der PLN-Dephosphorylierung vermitteln, 

dephosphorylieren sowohl S16 als auch T17109. PP1 und PP2A werden durch eine Vielzahl 

regulatorischer Untereinheiten reguliert. So konnte gezeigt werden, dass die Überexpression 

einer konstitutiv aktiven Variante der inhibitorischen Untereinheit I-2 zu einer erhöhten 

Phosphorylierung an S16, jedoch nicht an T17 führte110. Da PLN jedoch nicht direkt mit I-2 
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interagiert, erscheint es wenig wahrscheinlich, dass die Aktivität von I-2 durch die 

Oligomerisierung von PLN beeinflusst wird.  

Zusammengenommen deuten die Befunde eher auf eine Veränderung der 

PKA-PLN-Interaktion in Abhängigkeit vom Grad der Oligomerisierung hin, wodurch es zu 

einem spezifischen Effekt auf die PLN-Phosphorylierung an S16 kommt. 

Eine veränderte Protein-Protein-Interaktion zwischen PLN und PKA wird ferner durch die 

Beobachtungen der vorliegenden Arbeit gestützt, dass der Effekt auf die 

PLN-Phosphorylierung nicht auf einer generell gesteigerten PKA-Aktivität beruhte und 

spezifisch PLN betraf. So waren die Phosphorylierungszustände der PKA-abhängigen 

Phosphorylierungsstellen S23/24 von cTnI unabhängig von der Anwesenheit von Pentameren. 

Da cTnI ein SR-unabhängiges Protein darstellt, deutet dieser Befund zudem darauf hin, dass 

Pentamere PKA-Signale an der SR-Membran, jedoch nicht in allen Zellkompartimenten 

beeinflussen. Darüber hinaus zeigte sich kein Unterschied im Phosphorylierungszustand der 

PKA-abhängigen Phosphorylierungsstelle S2808 von RyR2. Dieses Protein befindet sich in 

räumlicher Nähe zu SERCA2a ebenfalls in der SR-Membran. Pentamere scheinen die 

β-adrenerge Signalweiterleitung somit lokal begrenzt zu modulieren und durch die Modulation 

des Phosphorylierungszustands von Monomeren einen spezifischen Effekt auf SERCA2a zu 

besitzen. Dies äußerte sich funktionell in einer beschleunigten zytosolischen 

Kalziumelimination in der Mauslinie TgAFA, in der keine Bildung von Pentameren vorhanden 

war. Diese Befunde stehen im Einklang mit einem weiteren Mausmodell, welches die 

überwiegend monomere PLN-Mutante „C41F“ kardiomyozytenspezifisch in PLN-defizientem 

Hintergrund exprimiert53. Ähnlich zu dem in dieser Arbeit verwendeten Mausmodell TgAFA war 

die zytosolische Kalziumelimination hier ebenfalls beschleunigt. Die zugrunde liegenden 

Mechanismen wurden hier jedoch nicht näher untersucht, sodass geschlussfolgert wurde, 

dass PLN-Pentamere direkt die SERCA2a-Inhibition vermitteln, was in weiteren Studien 

jedoch widerlegt werden konnte32,44–46.  

Die Daten der vorliegenden Arbeit erweitern das Verständnis der PLN-Regulation 

dahingehend, dass PLN-Pentamere über eine Modulation des Phosphorylierungszustands 

von PLN-Monomeren und nicht durch ihre direkte Interaktion die SERCA2a-Aktivität 

regulieren. Der Einfluss der Pentamere auf den Phosphorylierungszustand der Monomere 

zeigte sich dabei als abhängig vom Ausmaß der PKA-Aktivierung. Während Pentamere unter 

Basalbedingungen den Phosphorylierungszustand von Monomeren beeinflussten, ließen sie 

deren Inaktivierung durch Phosphorylierung nach β-adrenerger Stimulation zu. Dies äußerte 

sich funktionell in einer Angleichung der Geschwindigkeiten der zytosolischen 

Kalziumelimination zwischen TgPLN, TgAFA und PLN-defizienten Kardiomyozyten. Dies 

zeigt, dass die PLN-vermittelte SERCA2a-Inhibition unabhängig vom Grad der 

Oligomerisierung nach Stimulation vollständig aufgehoben werden kann. Möglicherweise ist 
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die Affinität der PKA zu Pentameren abhängig vom Phosphorylierungszustand. So könnte die 

Affinität zu gering phosphorylierten Pentameren höher als zu Monomeren sein, während ab 

einem gewissen Schwellenwert Monomere bevorzugt phosphoryliert werden. Diese 

Hypothese wird dadurch gestützt, dass Pentamere in der vorliegenden Arbeit nach 

β-adrenerger Stimulation nicht vollständig phosphoryliert vorlagen (3.1.9, Abbildung 16), 

obwohl die Phosphorylierung der PLN-Monomere unter diesen Bedingungen bereits ihr 

Maximum erreicht hatte.  

 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind in dem in Abbildung 39 dargestellten Modell 

zusammengefasst. Unter basalen Bedingungen ist die inhibitorische Aktivität von Monomeren 

verstärkt. PLN-Pentamere liegen unter diesen Bedingungen stärker phosphoryliert vor als 

Monomere. Dies lässt vermuten, dass PLN-Pentamere im Vergleich zu Monomeren basal die 

bevorzugte PKA-Zielstruktur darstellen. Dadurch verringert sich die basale PKA-abhängige 

Phosphorylierung der Monomere, sodass deren SERCA2a-inhibitorische Aktivität steigt. Nach 

β-adrenerger Aktivierung der Zelle ließen Pentamere dennoch eine vollständige Deaktivierung 

von PLN-Monomeren zu. Der hier vorgeschlagene Mechanismus steht dabei nicht im 

Widerspruch zur bisherigen Modellvorstellung, nach welcher Monomere SERCA2a inhibieren 

und Pentamere keine direkten inhibitorischen Eigenschaften besitzen. Gleichzeitig erklären 

die vorliegenden Daten dieser Arbeit frühere Befunde aus ähnlichen Mausmodellen. 

Zusammengenommen verstärkt die Fähigkeit zur Pentamerbildung somit die basale 

PLN-Aktivität und erweitert so den Bereich, in welchem β-adrenerge Regulation von SERCA2a 

stattfinden kann. 
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4.2 Die Bedeutung von PLN-Pentameren für die Pathogenese der durch die 

PLN-Mutation R9C verursachten dilatativen Kardiomyopathie 
Im zweiten Teil der Arbeit ging es um eine PLN-Mutation, R9C, die zur Entwicklung einer 

dilatativen Kardiomyopathie (DCM) und terminaler Herzinsuffizienz führt. Die Frequenz der 

Mutation in der Bevölkerung und ihr Anteil an allen DCM-Fällen ist unklar. In den meisten 

Fällen werden familiäre Fälle der DCM durch Mutationen in Proteinen der Sarkomere oder des 

Zytoskeletts der Herzmuskelzellen verursacht111. Eine in Südafrika durchgeführte Studie 

untersuchte eine Kohorte von 315 Patienten mit Kardiomyopathien unterschiedlicher 

Ätiologien, darunter 95 DCM-Patienten, auf Mutationen im PLN-Gen. In dieser Studie wurde 

als einzige PLN-Mutation die R9C-Mutation gefunden112. Zudem konnte diese Studie zeigen, 

dass keinerlei Verwandtschaft zur Familie in den USA bestand, in welcher die Mutation zum 

ersten Mal beschrieben wurde. Die Mutation ist demnach unabhängig davon mindestens ein 

zweites Mal de novo entstanden. Die R9C-Mutation führt zunächst nicht zu klinischen 

Symptomen, sondern verursacht erst im Alter von etwa 25 Jahren nach und nach eine DCM55, 

sodass Trägern der Mutation die Reproduktion möglich ist. Die Tatsache, dass diese Studie in 

einer verhältnismäßig geringen Anzahl von DCM-Patienten einmal die R9C-Mutation 

identifizieren konnte, lässt vermuten, dass die R9C-Mutation möglicherweise eine häufigere 

Ursache für eine DCM darstellt als zunächst angenommen. Die mechanistische Abklärung der 

PLN-R9C-vermittelten Pathogenese ist außerdem deshalb von allgemeinem Interesse, weil 

sie Störungen in der kardiomyozytären Kalziumhomöostase verursacht – ein Phänomen, das 

regelmäßig bei nahezu allen Formen von Herzinsuffizienz beobachtet wird113.  

Der zugrunde liegende pathogenetische Mechanismus ist bisher nur unvollständig verstanden. 

Diskutiert wurde bisher eine erhöhte Affinität der PKA zu Heteropentameren aus PLN-R9C 

und Wildtyp-PLN55. In der Folge kommt es zu einer Hypophosphorylierung und damit 

verstärkten inhibitorischen Aktivität von Wildtyp-PLN-Monomeren. Die resultierende verstärkte 

SERCA2a-Inhibition wurde als einer der Gründe für die Entwicklung der dilatativen 

Kardiomyopathie vorgeschlagen. Der Phosphorylierungszustand von PLN-R9C und 

Heteropentameren wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals im Mausmodell untersucht und 

liefert einen tieferen Einblick in den Pathomechanismus dieser Erkrankung.  

In vitro konnte gezeigt werden, dass PLN-R9C kaum durch PKA phosphoryliert wird54,114. Es 

wurde geschlussfolgert, dass die Verhinderung der Phosphorylierung durch die Mutation die 

Grundlage für eine Hyperinhibition von SERCA2a darstellt. Diese Ergebnisse basieren jedoch 

auf Versuchen mit aufgereinigten bzw. rekombinanten Proteinen. Die Phosphorylierung 

erfolgte hier in der Abwesenheit von regulatorischen Untereinheiten der PKA und Wildtyp-PLN 

in rekonstituierten Proteoliposomen. Bisher wurden jedoch nur heterozygote Träger der 

R9C-Mutation identifiziert. Vor diesem Hintergrund ist die Relevanz einer isolierten 

Untersuchung von PLN-R9C für den Pathomechanismus in vivo fraglich. Darüber hinaus 
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konnte in einem Mausmodell gezeigt werden, dass PLN-R9C in der Abwesenheit von 

Wildtyp-PLN nur schwach inhibitorisch auf SERCA2a wirkt95. Die Daten der vorliegenden 

Arbeit zeigen, dass eine Phosphorylierung trotz R9C-Mutation in Kardiomyozyten stattfinden 

kann. Im Einklang mit der von Schmitt et al. beobachteten verstärkten Affinität von PKA zu 

PLN-R9C-enthaltenden Heteropentameren55 lag F-R9C in Heteropentameren zudem stärker 

phosphoryliert vor als F-PLN. Eine stärkere Phosphorylierung und damit Inaktivierung von 

PLN-R9C trägt möglicherweise auch zu der von Schmitt et al.95 beobachteten geringeren 

SERCA2a-Inhibition bei.  

Neben der Beeinflussung des Phosphorylierungszustands von Wildtyp-PLN könnte eine 

verminderte Interaktion von PLN-R9C mit SERCA2a dazu führen, dass 

Wildtyp-PLN-Protomere aus Pentameren verdrängt werden und somit eine größere Menge 

SERCA2a-inhibitorischer Monomere zur Verfügung steht. Dies könnte ein Grund für die 

beobachtete Hyperinhibition von SERCA2a sein. In den Mausmodellen TgF-PLN und 

TgF-R9C zeigten sich vergleichbare Mengen an Wildtyp-PLN-Monomeren (vgl. 3.2.2, 

Abbildung 21). Zudem gaben Ko-Immunopräzipitationsversuche in transfizierten 

HEK293-Zellen keinen Hinweis auf eine veränderte Protein-Protein-Interaktion zwischen 

PLN-R9C und SERCA2a (vgl. 3.2.3, Abbildung 22). Grund dafür ist vermutlich, dass sich die 

R9C-Mutation in der zytosolischen Domäne von PLN befindet. Die Interaktion zwischen 

SERCA2a und PLN findet dagegen in der Transmembrandomäne statt49, welche durch die 

R9C-Mutation nicht beeinflusst zu sein scheint. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die 

Proben vor der Elution reduziert, was zu einer Unterdrückung der disulfidbrückenabhängigen 

Dimere, sowie weiterer Oligomere führte. Dies stellt eine methodische Limitierung dieser 

Versuche dar, da die Interaktion von Dimeren und weiteren Oligomeren hier nicht erfasst 

wurde. Eine Verdrängung von Wildtyp-Protomeren aus Pentameren durch R9C scheint somit 

nicht für die beschriebene SERCA2a-Hyperinhibition verantwortlich zu sein. Zudem deuten 

diese Befunde darauf hin, dass die Beeinflussung des Phosphorylierungszustands von 

Wildtyp-PLN die Hauptursache für die Hyperinhibition von SERCA2a ist.  

In der Mauslinie TgF-AFA-R9C ist das Transgen durch die AFA-Mutation nicht an der Bildung 

von Pentameren beteiligt. Vorarbeiten mit der Mauslinie TgF-AFA-R9C, durchgeführt von Prof. 

Dr. med. Joachim Schmitt (Institut für Pharmakologie und Klinische Pharmakologie, 

Universitätsklinikum Düsseldorf), zeigten eine längere Überlebensspanne im Vergleich zur 

Mauslinie TgF-R9C (vgl. 3.2.5, Abbildung 25). Dies spricht dafür, dass Heteropentamere für 

die Pathogenese der durch die R9C-Mutation hervorgerufenen dilatativen Kardiomyopathie 

von großer Bedeutung sind. Abbildung 40 fasst die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit in 

einem Modell zusammen. Die Phosphorylierung der endogenen Wildtyp-PLN-Monomere war 

in der Mauslinie TgF-AFA-R9C stärker als in TgF-R9C, wo PLN-R9C die Phosphorylierung 

von PLN im Heteropentamer zu beeinträchtigen scheint. Die stärkere Phosphorylierung von 
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4.3 Die Rolle von Phospholamban in der Entstehung kardialer Dysfunktion im 

remote Myokard in der Frühphase nach Myokardinfarkt 
Ischämische Herzerkrankungen und daraus resultierende Herzinsuffizienz stellen immer noch 

eine der häufigsten Todesursachen weltweit dar115. Neben dem infarzierten Bereich ist auch 

der nicht-infarzierte Bereich (remote Myokard, RM) des Herzens funktionell eingeschränkt116. 

Die Mechanismen, welche zur Funktionseinschränkung des RM führen, sind dabei 

unvollständig verstanden. In der vorliegenden Arbeit wurde ein PLN-vermittelter Mechanismus 

identifiziert, welcher zu einem frühen Zeitpunkt nach I/R zur Verlangsamung der 

Kardiomyozytenrelaxation im RM beiträgt. Dieser umfasste die Hypophosphorylierung und 

damit gesteigerte Aktivität von PLN. In der Folge kam es zu einer verstärkten Inhibition von 

SERCA2a und somit zu einer verlangsamten zytosolischen Kalziumelimination. Der 

kardiomyozytäre Kalziumkreislauf konnte durch β-adrenerge Stimulation normalisiert werden. 

Dies bestätigte die verringerte Proteinphosphorylierung als Ursache des verlangsamten 

Kalziumtransports im RM in der Frühphase nach I/R. Die Proteinphosphatasen PP1 und PP2A 

scheinen an der Verlangsamung des kardiomyozytären Kalziumkreislaufs ursächlich beteiligt 

zu sein, da ihre Aktivität analog zur reduzierten PLN-Phosphorylierung nur im RM erhöht war. 

Da die Mortalität in Menschen nach Myokardinfarkt insbesondere in den ersten 24 Stunden 

sehr hoch ist89,90, sind die zugrunde liegenden Mechanismen in diesem Zeitraum von 

besonderem Interesse. Eine verschlechterte RM-Funktion könnte hier zu einer verringerten 

Pumpleistung des gesamten Herzens und so zu der hohen Mortalität beitragen. 

24 h nach I/R fand sich in der vorliegenden Arbeit in Kardiomyozyten, die aus dem RM isoliert 

worden waren, ein verlangsamter Kalziumkreislauf (vgl. 3.3.1, Abbildung 27). Die 

Geschwindigkeit der Kalziumfreisetzung aus dem SR, die Höhe der Kalziumtransienten und 

die Geschwindigkeit der Kalziumeliminiation waren verringert. Parallel zum verlangsamten 

Kalziumkreislauf fand sich eine beeinträchtigte Sarkomerfunktion, sowie eine beeinträchtigte 

Funktion des RM in vivo98. Somit trägt der verlangsamte kardiomyozytäre Kalziumkreislauf zur 

Dysfunktion des RM zu diesem frühen Zeitpunkt nach I/R bei.  

Die Geschwindigkeit der Kalziumfreisetzung sowie die Höhe der Kalziumtransienten hängen 

von der Aktivität von RyR2 ab. Diese ist unter anderem auch abhängig von der 

Kalziumbeladung des SR, welche wesentlich durch die Aktivität von SERCA2a bestimmt 

wird117. Somit beeinflusst die Aktivität von SERCA2a indirekt die Geschwindigkeit der 

Kalziumfreisetzung und die Höhe der Kalziumtransienten. Daneben beeinflusst der 

Phosphorylierungszustand von RyR2 dessen Kalziumsensitivität und 

Öffnungswahrscheinlichkeit. Dabei kommt vor allem den Phosphorylierungsstellen S2808 und 

S2814 Bedeutung bei. PKA phosphoryliert dabei vorwiegend S2808, während CaMKII beide 

Stellen phosphorylieren kann118. 24 Stunden nach I/R war der Phosphorylierungszustand 

sowohl der PKA- als auch der CaMKII-abhängigen Phosphorylierungsstellen von RyR2 
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unverändert. Da die Geschwindigkeit der Kalziumfreisetzung und die Höhe der 

Kalziumtransienten im RM jedoch verringert waren, legt dies nahe, dass die Kalziumbeladung 

des SR die Ursache hierfür ist. Die Funktion von RyR2 scheint daher eher indirekt 

beeinträchtigt zu sein und somit nicht ursächlich für die RM-Dysfunktion verantwortlich zu sein. 

Einer verringerten SERCA2a-Aktivität und damit einhergehenden reduzierten 

SR-Kalziumbeladung kommt somit eine zentrale Rolle in der RM-Dysfunktion bei. 

Verschiedene Mechanismen können einer verlangsamten zytosolischen Kalziumelimination 

zu Grunde liegen. Eine verlangsamte zytosolische Kalziumelimination durch SERCA2a wurde 

vor allem im Zuge der Herzinsuffizienz beschrieben. Grund hierfür ist eine Abnahme der 

SERCA2a-Proteinexpression102,103,119, während die PLN-Proteinexpression unverändert 

bleibt6. Darüber hinaus zeigten einige Studien eine verringerte Phosphorylierung von PLN. 

Dadurch verringert sich einerseits das SERCA2a/PLN-Verhältnis, andererseits verstärkt die 

verringerte Phosphorylierung die inhibitorische Aktivität von PLN. Dies führt zur übermäßigen 

Inhibition von SERCA2a und damit zur Einschränkung der Herzfunktion103. Auch im stunned 

Myokard nach I/R findet sich eine reduzierte SERCA2a-Proteinmenge. Die Abnahme beruht 

auf einer Aktivierung von Calpainen, welche zur Degradation von SERCA2a führen77. In der 

vorliegenden Arbeit zeigte sich im Vergleich zur Kontrolle 24 Stunden nach I/R keine 

Veränderung der Proteinexpression von SERCA2a und PLN im nicht-infarzierten RM. Die 

verlangsamte zytosolische Kalziumelimination beruhte demnach nicht auf einem veränderten 

SERCA2a/PLN-Verhältnis oder einer geringeren SERCA2a-Proteinmenge.  

Neben PLN regulieren auch die Proteine S100A1 und HAX-1 die Aktivität von SERCA2a. Die 

Proteinexpression von S100A1 ist eng mit der Kardiomyozytenfunktion assoziiert. So konnte 

gezeigt werden, dass es im Zuge der Herzinsuffizienz zu einer Abnahme der 

S100A1-Proteinexpression kommt120,121. S100A1-defiziente Mäuse entwickeln zudem nach 

Myokardinfarkt schneller eine Herzinsuffizienz68 und weisen eine erhöhte Mortalität auf122. 

S100A1 moduliert unter anderem die Aktivität von SERCA2a und wirkt so direkt auf den 

kardiomyozytären Kalziumkreislauf64. Im RM war die Proteinexpression von S100A1 

24 Stunden nach I/R jedoch im Vergleich zur Kontrolle unverändert und scheint somit nicht die 

Ursache für die verlangsamte zytosolische Kalziumelimination zu sein. Die Interaktion von 

S100A1 mit weiteren Proteinen erfolgt jedoch kalziumabhängig61,62. Die verringerten 

zytosolischen Kalziumtransienten könnten dadurch zu einer verringerten Interaktion zwischen 

S100A1 und SERCA2a führen. Anhand der vorliegenden Daten kann somit nicht 

ausgeschlossen werden, dass eine verminderte Interaktion zwischen S100A1 und SERCA2a 

sekundär zur verringerten SERCA2a-Aktivität beiträgt. HAX-1 verstärkt die 

SERCA2a-Inhibition durch PLN und ist an der Regulation der SERCA2a-Proteinmenge 

beteiligt57,58. Dadurch besitzt auch HAX-1 einen unmittelbaren Einfluss auf die Geschwindigkeit 

der zytosolischen Kalziumelimination und die Kalziumbeladung des SR. Die Proteinexpression 
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von HAX-1 war im RM ebenfalls unverändert, was gegen eine ursächliche Beteiligung am 

verlangsamten kardiomyozytären Kalziumkreislauf nach I/R spricht. 

Da die Proteinexpression von Schlüsselproteinen des kardiomyozytären Kalziumkreislaufs im 

RM unverändert war, sprach dies zu diesem frühen Zeitpunkt nach I/R für eine 

post-translationale Regulation der beteiligten Proteine. Die SERCA2a-Aktivität wird 

maßgeblich über den Phosphorylierungszustand von PLN an der PKA-abhängigen 

Phosphorylierungsstelle S16 reguliert18. 24 Stunden nach I/R fand sich in der vorliegenden 

Arbeit im RM eine verminderte PLN-Phosphorylierung an S16. Dies entspricht einer im 

Vergleich zu scheinoperierten Mäusen gesteigerten SERCA2a-Inhibition durch PLN, welche 

zur Dysfunktion des RM beitragen könnte. Darüber hinaus konnte die Geschwindigkeit des 

kardiomyozytären Kalziumkreislaufs durch β-adrenerge Stimulation normalisiert werden. 

Parallel dazu fand sich im RM im Vergleich zur Kontrolle nach β-adrenerger Stimulation kein 

Unterschied mehr bezüglich des S16-Phosphorylierungszustands von PLN. Dies zeigt eine 

ursächliche Beteiligung der verringerten PLN-Phosphorylierung an S16 an der Verlangsamung 

des kardiomyozytären Kalziumkreislaufs im RM.  

Dagegen war der Phosphorylierungszustand von PLN an der CaMKII-abhängigen 

Phosphorylierungsstelle nicht verändert. Die CaMKII-Aktivierung erfolgt sekundär in Folge 

einer PKA-Aktivierung und der damit einhergehenden Erhöhung der Kalziumtransienten. 

CaMKII bleibt auch nach der Deaktivierung von PKA aktiv und wird daher im allgemeinen für 

die längerfristige Aufrechterhaltung von β-adrenergen Signalen verantwortlich gemacht10. 

Trotz eines verlangsamten kardiomyozytären Kalziumkreislaufs und verringerten systolischen 

Kalziumkonzentrationen findet sich im RM vermutlich keine reduzierte CaMKII-Aktivität, da 

zusätzlich zu PLN auch die CaMKII-abhängigen Phosphorylierungsstellen von RyR2 (S2808 

und S2814) keine Veränderungen zeigten. Zusammengenommen sprechen die Daten für 

einen spezifischen Effekt auf die S16-Phosphorylierung von PLN.  

Potentiell könnte die verminderte PLN-Phosphorylierung an S16 durch zwei Mechanismen 

zustande kommen: Einerseits könnte die PKA-Aktivität vermindert sein, andererseits könnte 

die Signalweiterleitung downstream der PKA durch weitere Proteine moduliert werden. Die 

Proteinexpression und Aktivität von PKA waren im RM im Vergleich zur Kontrolle nicht 

verändert. Zudem zeigen verschiedene Studien, dass es im Zuge des Myokardinfarkts zu einer 

vermehrten Freisetzung von Katecholaminen, vor allem im Infarktgebiet, kommt123–125. Dies 

würde sogar eine verstärkte PKA-Aktivität und damit gesteigerte Phosphorylierung von PLN 

an S16 zur Folge haben. In dem hier verwendeten Mausmodell sind die 

Katecholaminkonzentrationen nach I/R vermutlich erhöht, da in vivo-Studien eine erhöhte 

Herzfrequenz nach I/R zeigten98. Trotz dessen zeigte sich keine verstärkte PKA-abhängige 

Phosphorylierung verschiedener PKA-Zielproteine. Dies deutet darauf hin, dass adrenerge 

Signale durch weitere Proteine selektiv moduliert werden.  
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Die PKA-Aktivität wird unter anderem auch lokal begrenzt in der Zelle reguliert. Hierbei werden 

durch Phosphodiesterasen (PDEs) lokal begrenzte Mikrodomänen erhöhter 

cAMP-Konzentrationen geschaffen. In der Folge steigt die PKA-Aktivität in diesen 

Mikrodomänen an, sodass PKA-Substrate lokal begrenzt phosphoryliert werden. Solche 

Mikrodomänen erhöhter cAMP-Konzentrationen bestehen zwischen β1-Rezeptoren und dem 

SR126. Da der Phosphorylierungszustand der PKA-abhängigen Phosphorylierungsstelle des 

SR-membranständigen Proteins RyR2 nicht verändert war, spricht dies eher gegen eine lokal 

veränderte PKA-Aktivität in der Nähe des SR als Ursache für die verringerte 

PLN-Phosphorylierung. Des Weiteren könnte eine Veränderung der Substratspezifität von 

PKA ein Grund für die verringerte PLN-Phosphorylierung sein. Diese wird durch A-kinase 

anchoring proteins (AKAPs) vermittelt. Im Falle von PLN kommt die Spezifität durch AKAP18δ 

zustande127. Zusätzlich dazu vermitteln die beiden großen Spleißvarianten von AKAP18, 

AKAP18γ und AKAP18δ, die Interaktion zwischen PKA und I-1128. Eine Verringerung der 

AKAP18-Proteinexpression würde entsprechend zu einer verringerten PLN-Phosphorylierung 

an S16 führen. Ebenso wäre eine verringerte T35-Phosphorylierung von I-1 zu erwarten, was 

dessen inhibitorische Aktivität gegenüber PP1 senken würde. Dadurch könnte die 

Veränderung der Proteinexpression der beiden großen Spleißvarianten von AKAP18 zur 

verringerten PLN-Phosphorylierung und zur gesteigerten Proteinphosphataseaktivität (vgl. 

3.3.7, Abbildung 38) beitragen. Die Proteinexpression von AKAP18γ/δ wurde in dieser Arbeit 

nicht untersucht, weshalb ein modulierender Einfluss von AKAP18γ/δ hier nicht vollends 

ausgeschlossen werden kann.  

Neben einer Modulation der Aktivität oder Substratspezifität von PKA werden β-adrenerge 

Signale auch durch Proteinphosphatasen auf Ebene der PKA-Substrate moduliert. Die 

Proteinphosphatasen PP1 und PP2A vermitteln in Kardiomyozyten einen Großteil aller 

Dephosphorylierungsvorgänge und sind zusammen für etwa 95 % der 

PLN-Dephosphorylierung verantwortlich23. PP1 und PP2A scheinen zudem an der 

Pathogenese der Herzinsuffizienz beteiligt zu sein109. PP1 und PP2A stellen somit wichtige 

Regulatoren der Kardiomyozytenfunktion dar. 24 Stunden nach I/R war die Gesamtaktivität 

von PP1/PP2A und die Aktivität von PP2A im RM signifikant erhöht (vgl. 3.3.7, Abbildung 38). 

Da sich bezüglich der PKA-Aktivität keine Unterschiede zeigten, lässt dies vermuten, dass die 

erhöhte Proteinphosphataseaktivität maßgeblich für die reduzierte PLN-Phosphorylierung an 

S16 verantwortlich ist. Eine Aktivierung von PKA führt darüber hinaus zur Phosphorylierung 

und damit Aktivierung von I-1, einer inhibitorischen Untereinheit von PP197. In der Folge kommt 

es zur Inhibition von PP1, sodass dem PKA-Signal nach β-adrenerger Aktivierung nicht durch 

PP1 entgegengewirkt wird. Im Einklang damit führte eine β-adrenerge Stimulation trotz 

erhöhter Proteinphosphataseaktivität zur Angleichung der Geschwindigkeit der zytosolischen 

Kalziumelimination und der PLN-Phosphorylierung an S16 zwischen RM und Kontrolle. Die 
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Aktivität von PP1 zeigte einen Trend hin zu höherer Aktivität, welcher nicht auf Unterschieden 

in der Proteinexpression beruhte. Generell zeigten sich bei keinem der im RM untersuchten 

Proteine Unterschiede in der Proteinexpression. Dies lässt vermuten, dass zu diesem frühen 

Zeitpunkt nach I/R im RM eher post-translationale Mechanismen eine Rolle spielen. PP2A ist 

unter anderem verantwortlich für die Dephosphorylierung von I-128. Diese Dephosphorylierung 

führt zur Inaktivierung von I-1. Somit kann eine Aktivierung von PP2A die PP1-Aktivität 

verstärken. Die gesteigerte PP2A-Aktivität liefert so eine mögliche Erklärung für die tendenziell 

stärkere PP1-Aktivität. Darüber hinaus konnte eine verstärkte PKC-Aktivität im RM 24 Stunden 

nach I/R gezeigt werden129. Die PKC-abhängige Phosphorylierung von I-1 führt zu dessen 

Inaktivierung, sodass eine gesteigerte PKC-Aktivität ebenfalls zur gesteigerten Aktivität von 

PP1 beitragen könnte97. Neben der PLN-Phosphorylierungsstelle S16 dephosphorylieren PP1 

und PP2A unter anderem PLN und RyR2 an den Phosphorylierungsstellen T17 bzw. 

S280823,117. Da der Phosphorylierungszustand dieser Phosphorylierungsstellen unverändert 

war, liegt vermutlich eine lokal differentiell regulierte Proteinphosphataseaktivität 

bzw. -spezifität vor. Die Substratspezifität, Lokalisation und Aktivität von PP1 und PP2A 

werden durch eine Vielzahl verschiedener Untereinheiten reguliert109. Die spezifischen 

Funktionen sind für einen Großteil dieser Untereinheiten nicht bekannt. Der spezifische Effekt 

auf die S16-Phosphorylierung von PLN lässt vermuten, dass neben der gesteigerten 

Gesamtaktivität von PP1 und PP2A auch regulatorische Untereinheiten dieser 

Proteinphosphatasen eine Rolle spielen. Dadurch könnte die Phosphataseaktivität gegenüber 

einer bestimmten Phosphorylierungsstelle lokal höher ausfallen, als es die Messung der 

Gesamtaktivität vermuten lässt. Im Falle von PP1 ist die Untereinehit Gm an der Interaktion 

zwischen PP1 und PLN beteiligt130. Die durch Gm vermittelte Interaktion stellt dadurch eine 

mögliche Grundlage für weiterführende Experimente dar.  

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Daten eine ursächliche Beteiligung erhöhter 

PLN-Aktivität an der Verlangsamung der zytosolischen Kalziumelimination durch SERCA2a 

im remote Myokard (Abbildung 41). Die verringerte PKA-abhängige Phosphorylierung von PLN 

konnte dabei als Grund für die gesteigerte inhibitorische Aktivität identifiziert werden. Die 

Proteinphosphatasen PP1 und PP2A tragen dabei zur verringerten PLN-Phosphorylierung bei 

und verstärken so die PLN-vermittelte SERCA2a-Inhibition.  





Zusammenfassung 
 

78 
 

5 Zusammenfassung 
Transiente Veränderungen der zytosolischen Kalziumkonzentration regulieren in allen 

Muskelzellen Kontraktion und Relaxation. In Kardiomyozyten ist die Kalzium-ATPase 

SERCA2a entscheidend für die zytosolische Kalziumelimination während der Diastole 

verantwortlich und deshalb von essentieller Bedeutung für die Aufrechterhaltung der zellulären 

Kalziumhomöostase. Fehlfunktionen von SERCA2a können zudem ursächlich für die 

Entwicklung einer Herzinsuffizienz sein. Daher ist das detaillierte Verständnis von 

Mechanismen, die die SERCA2a-Aktivität regulieren, von großem wissenschaftlichem und 

klinischem Interesse.  

Der wichtigste Regulator der SERCA2a ist Phospholamban (PLN). PLN liegt in einem 

Gleichgewicht zwischen Monomeren und Pentameren vor. Während Monomere eine direkte 

Inhibition von SERCA2a vermitteln, ist die funktionelle Rolle der Pentamere bisher unklar. Der 

erste Teil der vorliegenden Arbeit zeigt zum ersten Mal, dass PLN auch in seiner pentameren 

Form eine wichtige Funktion in der Regulation von SERCA2a besitzt. PLN-Pentamere 

verstärkten in einem Mausmodell die PLN-vermittelte SERCA2a-Inhibition, indem sie den 

Phosphorylierungszustand von PLN-Monomeren reduzierten. Nach β-adrenerger Stimulation 

ließen Pentamere dagegen die vollständige Inaktivierung von PLN-Monomeren zu. Dadurch 

erweitert die Pentamerbildung den Bereich, in dem SERCA2a-Aktivität reguliert werden kann.  

Der zweite Teil der Arbeit befasst sich mit der Pathogenese der durch eine Arg9Cys-Mutation 

des PLN (PLN-R9C) verursachten dilatativen Kardiomyopathie (DCM). Die vorliegende Arbeit 

hat gezeigt, dass die Bildung von Heteropentameren zwischen Wildtyp-PLN und PLN-R9C, 

wie sie im heterozygoten Organismus vorliegt, eine kritische Rolle für die Entwicklung der DCM 

besitzt. Die Unterdrückung der Heteropentamerbildung führte zu einer verstärkten 

Phosphorylierung von PLN-Monomeren und konnte den Erkrankungsbeginn in vivo signifikant 

hinauszögern. Heteropentamere stellen somit einen vielversprechenden Angriffspunkt für eine 

Krankheitsprävention in Trägern der PLN-R9C-Mutation dar. 

Der dritte Teil dieser Arbeit untersuchte am Mausmodell 24 Stunden nach 

Ischämie/Reperfusion die Ursachen der Kardiomyozytendysfunktion im nicht-infarzierten 

remote Myokard (RM). Es wird angenommen, dass die schlechte Funktion des RM zu der 

hohen Mortalität der Patienten in der Frühphase nach Myokardinfarkt beiträgt. In dieser Arbeit 

stellte sich heraus, dass eine verstärkte PLN-vermittelte SERCA2a-Inhibition, welche auf einer 

verringerten Phosphorylierung von PLN beruhte, im RM den Kalziumkreislauf der 

Herzmuskelzellen sowie deren Kontraktion und Relaxation verlangsamte. Bei der Abklärung 

der Ursachen für die reduzierte PLN-Phosphorylierung zeigte sich eine gesteigerte Aktivität 

der Proteinphosphatasen PP1 und PP2A. Die Normalisierung des Phosphorylierungszustands 

von PLN normalisierte auch den intrazellulären Kalziumkreislauf. Sie könnte deshalb einen 

neuen therapeutischen Ansatzpunkt zur Verbesserung der RM-Funktion darstellen.  
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6 Summary 
Transient alterations of the cytosolic calcium concentration regulate contraction and relaxation 

in all muscle cells. In cardiomyocytes, the Ca2+-ATPase SERCA2a is crucially involved in the 

elimination of calcium from the cytosol during diastole and therefore of essential importance 

for maintaining calcium homeostasis. Furthermore, SERCA2a dysregulation can be causally 

involved in the pathogenesis of heart failure. On this account, it is of great interest to gain a 

detailed understanding of mechanisms regulating SERCA2a activity in health and disease. 

The SERCA2a-regulatory protein PLN exists in an equilibrium between monomers and 

pentamers. While monomers facilitate direct SERCA2a inhibition the functional role of 

pentamer formation is less well defined. The present work shows for the first time that PLN 

pentamers are critically involved in SERCA2a regulation. Under basal conditions, PLN 

pentamers augmented PLN-mediated SERCA2a inhibition by reducing the phosphorylation 

state of PLN monomers in a mouse model. At the same time pentamers allowed for complete 

inactivation of monomers after beta-adrenergic stimulation. Thereby pentamers broaden the 

range within which SERCA2a activity can be regulated. 

The second part of the present work establishes a role of PLN pentamers in the pathogenesis 

of dilated cardiomyopathy (DCM), caused by Arg9Cys mutation of PLN (PLN-R9C). The 

present work demonstrates that formation of heteropentamers between wildtype PLN and 

PLN-R9C, as it occurs in the heterozygous organism, is involved in the pathogenesis of DCM. 

Suppression of heteropentamer formation led to enhanced phosphorylation of PLN monomers 

and could delay disease onset in vivo. Therefore, heteropentamers constitute a promising 

target for preventive therapeutical interventions in individuals affected by the PLN-R9C 

mutation. 

The third part of this work examines the underlying mechanisms of cardiomyocyte dysfunction 

in the non-infarcted remote myocardium (RM) 24 hours post ischemia/reperfusion. Depressed 

RM function may contribute to the high mortality observed in patients during the early phase 

after myocardial infarction. In the present work, depression of calcium cycling due to excessive 

SERCA2a inhibition led to impaired contraction and relaxation of cardiomyocytes isolated from 

the RM. Mechanistically, increased SERCA2a inhibition resulted from reduced PLN 

phosphorylation which involved the increased activity of the protein phosphatases PP1 and 

PP2A. Normalization of PLN phosphorylation also normalized intracellular calcium cycling and 

could therefore constitute a novel therapeutic approach to improve RM function after 

myocardial infarction. 
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