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1 Einleitung 

In der vorliegenden Arbeit wurden anhand eines genetisch modifizierten Mausmodells (im 

Folgenden JDP2-Mäuse genannt) die Veränderungen calciumregulierender Proteine im 

Vorhof und im Ventrikel auf Proteinebene untersucht. Die Überexpression des Proteins JDP2 

führte zu massiver biatrialer Dilatation, Herzinsuffizienz und Vorhofflimmern. Dafür soll 

zunächst auf die Relevanz von Herzinsuffizienz und Vorhofflimmern für unser 

Gesundheitssystem eingegangen und die Bedeutung der untersuchten calciumregulierenden 

Proteine im Rahmen der elektromechanischen Kopplung erläutert werden. 

1.1 Epidemiologie und Bedeutung von Herzinsuffizienz und Vorhofflimmern für das 

deutsche Gesundheitswesen 

Herzinsuffizienz betrifft über 64 Millionen Menschen weltweit und geht neben einer schweren 

Lebenseinschränkung mit letztendlich tödlichem Verlauf für die Betroffenen auch mit einer 

hohen personellen und finanziellen Belastung für das Gesundheitswesen einher (Savarese et 

al. 2023). 2022 waren Herzinsuffizienz und Vorhofflimmern/ Vorhofflattern die beiden 

häufigsten Hauptdiagnosen für eine stationäre Aufnahme in deutschen Krankenhäusern (gbe-

bund.de 15.12.2023). Dies spiegelt sich international wider, auch im Vereinigten Königreich 

war die Herzinsuffizienz die häufigste Aufnahmediagnose in Krankenhäusern und 21 % der 

Patient*innen wurden innerhalb eines Monats erneut aufgrund der gleichen Diagnose 

aufgenommen (Rees, Wheen, and Anderson 2023). In Deutschland sind chronische 

Erkrankungen im Gegensatz zu den Todesursachen schlechter erfasst, was zu weniger präzisen 

Angaben bezüglich Inzidenz und Prävalenz führt ('Nationale VersorgungsLeitlinie Chronische 

Herzinsuffizienz –Langfassung. Version 4.0. 2023'). Der Versorgungsatlas des Zentralinstituts 

für die Kassenärztliche Versorgung veröffentlichte 2018 neue Zahlen aus anonymisiert 

ausgewerteten Daten der gesetzlichen Krankenkassen, wobei über 9 Jahre die Prävalenz 

unterschiedlicher Herzerkrankungen ausgewertet wurde (Holstiege et al. 2018). Hierbei zeigte 

sich ein Anstieg der Prävalenz um 6 % insgesamt; nach Standardisierung bezüglich 

Altersgruppe und Geschlecht verblieb ein Anstieg um 17 % bei den Männern und eine 

Abnahme von 2 % bei den Frauen. Basierend auf der zunehmenden Alterung der Gesellschaft 

in Deutschland, ist dieser Anstieg am ehesten durch den demografischen Wandel mitbedingt. 

Forschungsbemühungen der letzten Jahrzehnte haben zu einer verbesserten Diagnostik und 

Therapie unterschiedlicher Erkrankungen geführt, weshalb bei insgesamt steigendem 
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Lebensalter durch den demografischen Wandel eine steigende Prävalenz erwartungsgemäß 

ist. 

Bezüglich der Inzidenz erfolgte ebenfalls eine Auswertung des Versorgungsatlas des 

Zentralinstituts für die Kassenärztliche Versorgung basierend auf anonymisierten 

Abrechnungsdaten der gesetzlich Versicherten (Holstiege et al. 2023). Hierbei zeigte sich ein 

Rückgang um über 22 % bei der Inzidenz neu diagnostizierter Herzinsuffizienzen von 2013 bis 

2021. 

 

Abbildung 1: Rückgang der Inzidenz von Erregungsleitungsstörungen des Herzens und Herzinsuffizienz in 
Deutschland. Übernommen aus (Holstiege et al. 2023). 

Auch eine zunehmende Prävalenz der häufigsten Herzrhythmusstörung, dem 

Vorhofflimmern, zeichnete sich in der Auswertung des Versorgungsatlas ab (Holstiege et al. 

2018). Von 2015 bis 2018 kam es zu einem Anstieg von 13 % über alle Bundesländer 

(ausgenommen Sachsen-Anhalt) mit zunehmender Tendenz bei beiden Geschlechtern. Die 

Inzidenz nahm dagegen im Zeitraum von 2013 bis 2018 um 11 % ab.  

Bemerkenswert ist zudem, dass im Zeitraum von 2011 bis 2020 die Mortalitätsrate der 

Herzinsuffizienz um 40 % abgenommen hat (Deutsche Herzstiftung 2021)). Die Autor*innen 

des Deutschen Herzberichts 2021 betonen allerdings, dass Todesfälle durch COVID-19 in 

Bezug auf das Alter eine große Schnittmenge für Patient*innen, die ein hohes Risiko für ein 

Versterben durch eine kardiovaskuläre Ursache trugen, hatten   ̶ hier wiederum mit dem 

Einwand, dass eine kardiovaskuläre Grunderkrankung das Risiko für ein Versterben an COVID-

19 erhöhe. 

Kardiovaskuläre Erkrankungen, insbesondere Herzinsuffizienz und Vorhofflimmern, 

verursachen nicht nur massive Kosten für das Gesundheitswesen, sondern gehen auch mit 

einer erheblichen Einschränkung der Lebensqualität der Betroffenen einher. Umso wichtiger 
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ist es somit, das Verständnis für die Veränderungen auf zellulärer Ebene, die im Rahmen der 

Herzinsuffizienz passieren, zu erhöhen.  Neben einem besseren Verständnis der 

Pathomechanismen kann dadurch auch die Identifikation von möglichen Zielstrukturen in der 

Therapie der Herzinsuffizienz ermöglicht werden. 

1.2 Herzinsuffizienz 

Das Syndrom Herzinsuffizienz beschreibt grundsätzlich eine Funktionsstörung des Herzens, 

welche durch verschiedene Ursachen ausgelöst werden kann und progredient verläuft. 

Unterschieden wird gemäß der europäischen Leitlinien zur akuten und chronischen 

Herzinsuffizienz klinisch zwischen einer Herzinsuffizienz mit entweder erhaltener (HFpEF, 

LVEF ≥ 50 %), mild-eingeschränkter (HFmrEF, LVEF 41   ̶  49 %)  oder reduzierter 

linksventrikulärer Ejektionsfraktion (HFrEF, LVEF ≤ 40 %) (McDonagh et al. 2021). 

Die akute Herzinsuffizienz beschreibt sowohl eine neu aufgetretene (zuvor nicht bekannte) 

Herzinsuffizienz als auch eine Verschlechterung einer bestehenden Herzinsuffizienz (Arrigo et 

al. 2020). Die zugrunde liegenden Ursachen für ein Auftreten oder eine Verschlechterung 

einer bestehenden chronischen Herzinsuffizienz sind vielfältig. Die Herzinsuffizienz verläuft 

chronisch und ist die häufigste Todesursache weltweit (Heidenreich et al. 2022).  

Die Ursachen für eine Herzinsuffizienz sind multimodal und die Pathogenese ist komplex. 

Arterielle Hypertonie, Diabetes und die koronare Herzkrankheit stellen verbreitete 

Risikofaktoren dar. Fehlbildungen des Herzens, Klappenveränderungen und strukturelle 

Veränderungen (wie z. B. nach einem Myokardinfarkt) sind die häufigsten Gründe für die 

Entwicklung einer Herzinsuffizienz; auch Kardiomyopathien (wie z. B. die perinatale 

Kardiomyopathie), Amyloidose, Alkoholkonsum, Myokarditis, Sarkoidose, 

Schilddrüsenerkrankungen sowie diverse weitere Erkrankungen können letztendlich zu einer 

Herzinsuffizienz führen  (Heidenreich et al. 2022; McDonagh et al. 2021). 

Durch die eingeschränkte Herzfunktion kommt es zu erhöhten kardialen Füllungsdrücken, was 

sich in einem Rückstau des Blutes in das Kreislauf-System und klinisch in den typischen 

Symptomen einer Herzinsuffizienz (Dyspnoe, periphere Ödeme, Lungenödem, Schwäche etc.) 

äußert. Im Verlauf der Herzinsuffizienz kommt es ausgehend von einer kompensierten Phase 

zu einer Dekompensation. Sowohl operativ (z. B. aortokoronarer Venenbypass, LVAD) als auch 

interventionell (z. B. durch eine intraaortale Ballonpumpe, Impella® etc.) und medikamentös 
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gibt es diverse Therapieansätze für unterschiedliche Situationen und Ursachen im Verlauf 

einer Herzinsuffizienz für eine symptomatische Therapie (Mascolo et al. 2022). Die 

europäische Leitlinie zur Herzinsuffizienz beschreibt die Pharmakotherapie als einen 

„Eckstein“ der Therapie und sieht diese als Basis jeglicher anderer Therapien (McDonagh et 

al. 2021). Die Leitlinie beschreibt als grundsätzliche Zielsetzung zur Einstellung der 

Patient*innen neben einer Verringerung der Mortalität auch das Verhindern von immer 

wiederkehrenden stationären Aufenthalten sowie die Verbesserung der Lebensqualität und 

der Funktionalität. 

Die einzige kurative Option bleibt die Herztransplantation, für welche sich die wenigsten 

Patient*innen qualifizieren und welche zudem nur im Falle eines geringen Prozentsatzes der 

Patient*innen tatsächlich durchgeführt (ca. 5500 Personen jährlich weltweit) und von diesen 

überlebt wird (70 %) (Awad, Shah, and Griffith 2022). 

1.3 Vorhofflimmern 

Das Vorhofflimmern ist die häufigste Herzrhythmusstörung weltweit (Joglar et al. 2024). Die 

europäische Leitlinie zum Vorhofflimmern (Van Gelder et al. 2024) geht von einer 

Verdopplung der Prävalenz von 2010 bis zum Jahr 2060 aus. Es geht mit einer um bis zu 46 % 

erhöhten Gesamtmortalität einher und ist u. a. mit einem um das Fünffache erhöhten Risiko 

für eine Herzinsuffizienz assoziiert  (Odutayo et al. 2016). Vorhofflimmern verursacht durch 

unkontrollierten Erregungsablauf im Vorhof irreguläre und häufig tachykarde Rhythmen, die 

sich symptomatisch häufig in Palpitationen, Schwindel, Müdigkeit und Dyspnoe äußern 

(Brundel et al. 2022). 

Vorhofflimmern wird nach der europäischen Leitlinie für Vorhofflimmern in vier 

verschiedene Klassifikationen unterteilt (Van Gelder et al. 2024): 

> erstdiagnostiziertes Vorhofflimmern: Bis zu diesem Zeitpunkt wurde die Diagnose 

Vorhofflimmern noch nicht gestellt. 

> paroxysmales Vorhofflimmern: Weniger als 7 Tage sind seit dem ersten Auftreten bis zur 

Sistierung (unabhängig, ob spontan oder durch Interventionen) vergangen. 

> persistierendes Vorhofflimmern: Seit mehr als 7 Tagen trotz Therapieversuchen zur 

Rhythmuskontrolle andauerndes Vorhofflimmern; weitere Therapieversuche sind geplant, 

bzw. noch nicht ausgeschlossen (s. permanentes Vorhofflimmern). 
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> permanentes Vorhofflimmern: Fortbestehendes Vorhofflimmern ohne weitere 

Therapieversuche zur Rhythmuskontrolle. 

Die grundlegende Hypothese für die Entstehung des Vorhofflimmerns ist ein auslösender Reiz 

durch spontane Depolarisierung von Vorhofgewebe außerhalb des Sinusknotens, der in 

vulnerablem Vorhofgewebe kreisende Erregungen auslöst („Reentry-Mechanismus“); die 

Erregung muss lang genug kreisen, sodass die Myozyten, die zu Beginn erregt wurden, am 

Ende wieder depolarisierbar sind (Brundel et al. 2022). Einer der Mechanismen, der einen 

solchen Auslöser verursachen kann, sind elektrische Salven, die von ektopen Fokussen im 

Bereich der Lungenvenen auf den linken Vorhof treffen (Staerk et al. 2017). Hierfür wird ein 

abnormales Calcium-Handling verantwortlich gemacht (El-Armouche et al. 2006). 

Vorhofflimmern ist mit deutlichen Veränderungen u. a. an Kalium- und Calciumkanälen 

assoziiert, was als „elektrisches Remodelling“ funktionelle Auswirkungen hat. Dieses ist, wie 

in Abbildung 2 als Schema der Beteiligung von Ca2+ zu sehen ist, komplex. 

 

Abbildung 2: Schema der unterschiedlichen Rollen der Calcium-Kationen im Rahmen des Vorhofflimmerns. 
Übernommen aus (Heijman et al. 2012). 
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Durch spontanes Ausströmen von Calcium aus dem SR kommt es zum Transport von Calcium 

aus der Zelle über den Natrium-Calcium-Austauscher (NCX), der im Tausch für ein extrazellulär 

transportiertes Calcium-Ion drei Natrium-Ionen nach intrazellulär transportiert und damit die 

Zelle weiter depolarisiert. Die Stärke der sog. delayed after depolarizations (DADs) wird 

bestimmt durch den Einwärtsstrom an Natrium-Ionen (INCX) und den auswärtsgerichteten 

Strom von Kaliumionen. Ab einer gewissen Depolarisation werden spannungsabhängige 

Natriumkanäle aktiviert, die letztendlich zu einer Depolarisation bis zum Aktionspotential 

führen (Wakili et al. 2011; Heijman et al. 2012; Schotten et al. 2011). Bei Patient*innen mit 

Vorhofflimmern ist die Frequenz der spontanen Calciumströme aus dem SR aufgrund defekter 

RyR2, die vermehrt Calcium aus dem SR austreten lassen, erhöht (Dobrev, Voigt, and Wehrens 

2011). 

Eine verkürzte Dauer der ablaufenden Aktionspotentiale ist eine Voraussetzung für das 

Fortbestehen eines Vorhofflimmerns (Avula et al. 2019; Kim et al. 2002). Durch eine Reduktion 

der einwärts gerichteten Calciumströme kommt es über eine Verkürzung der Plateauphase 

auch zu einer Verkürzung der Refraktärzeit  (Adragao et al. 2002; Janse 1997; Schoels et al. 

2002). Eine verkürzte Refraktärzeit bildet den idealen Nährboden für die Entstehung von 

Vorhofflimmern.  

Auch wenn die auslösenden Reize und ihre Ursachen nicht unerheblich sind, ist ein vulnerables 

Vorhofgewebe notwendig, um einen Re-Entry-Mechanismus zuzulassen und zu erhalten. 

Vulnerables Gewebe zeichnet sich durch Veränderungen auf molekularer und zellulärer Ebene 

aus (Staerk et al. 2017). Durch unterschiedliche Mechanismen kommt es u. a. zu einer 

zunehmenden Fibrosebildung, wodurch die elektrische Weiterleitung gestört wird (Nattel 

2017; MacCannell et al. 2007). Grundsätzlich wirkt auch eine Hypertrophie des 

Vorhofgewebes fördernd für die Entstehung von Vorhofflimmern, da so mehr Gewebe 

vorhanden ist, das einen Reentry-Mechanismus fördern kann (Nattel, Burstein, and Dobrev 

2008). 

Die Ursachen, die Veränderungen des Vorhofgewebes auslösen, sind vielfältig. Arterielle 

Hypertonie, Übergewicht, Diabetes mellitus, koronare Herzkrankheit, Myokardinfarkte in der 

Vorgeschichte und Herzinsuffizienz sind sehr häufig mit dem Auftreten von Vorhofflimmern 

assoziiert. Auch übermäßiger Alkoholkonsum und schwere Infekte können eine Episode 

auslösen (Brundel et al. 2022). Genetische Faktoren dürfen nicht vernachlässigt werden. Bei 
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Patient*innen mit Vorhofflimmern besteht ein um 40 % erhöhtes Risiko für Verwandte 1. 

Grades für das Auftreten eines Vorhofflimmerns (Staerk et al. 2017) . Während es eine 

eindeutige Korrelation der Prävalenz mit dem zunehmenden Alter gibt, ist das Lebenszeitrisiko 

für die Entwicklung eines Vorhofflimmerns bei Frauen und Männern gleich (Staerk et al. 2017). 

Bewegung spielt ebenfalls eine große Rolle. Patient*innen, die einen nicht-aktiven Lebensstil 

führen, haben ein deutlich erhöhtes Risiko für das Auftreten von Vorhofflimmern im Laufe 

ihres Lebens. Allerdings können auch Menschen, die Leistungssport betreiben, ein erhöhtes 

Risiko für Vorhofflimmern haben, wie in mehreren Studien mittlerweile gezeigt werden 

konnte (Elosua et al. 2006; Andersen et al. 2013; Mohanty et al. 2016). Die europäische 

Leitlinie zum Vorhofflimmern empfiehlt 150 bis 300 Minuten moderates Training, bzw. 75 bis 

100 Minuten intensives Training pro Woche zur Vorbeugung von Vorhofflimmern (Van Gelder 

et al. 2024). 

Das Therapieziel bei Vorhofflimmern ist ein bleibender Sinusrhythmus bzw. die 

Frequenzkontrolle. Neben medikamentöser Rhythmus- und Frequenzkontrolle und 

Kardioversion gibt es u. a. auch interventionelle Therapiemöglichkeiten (AV-Ablation, 

Pulmonalvenenisolation). Durch eine Antikoagulation kann das bei Vorhofflimmern erhöhte  

Risiko für Thrombembolien signifikant gesenkt werden (Bhatt and Fischer 2015). 

1.4 Erregungsleitung und elektromechanische Kopplung im Herzen 

Nach eigenständiger Erzeugung eines Aktionspotentials durch die kardialen 

Schrittmacherzellen wird dieses im Arbeitsmyokard über die Vorhöfe und den AV-Knoten in 

den Ventrikel weitergeleitet. Die Myozyten kontrahieren dabei in Folge der sogenannten 

elektromechanischen Kopplung. Das Aktionspotential, das über Gap junctions weitergeleitet 

wird, verursacht eine Öffnung spannungsgesteuerter L-Typ-Calciumkanäle (CaV1.2), über die 

der Einstrom von Calcium in die Muskelzelle erfolgt. Dieser Anstieg der intrazellulären 

Calciumkonzentration reicht allerdings noch nicht zur Auslösung einer Kontraktion. Hierfür 

kommt es zu einem weiteren Einstrom von Calcium in den Intrazellularraum. Diesmal nicht 

aus dem Extrazellularraum, sondern aus dem Lumen des sarkoplasmatischen Retikulums (SR). 

Dies geschieht durch Öffnung der Ryanodin-Rezeptoren Typ 2 (RyR2), ausgelöst durch die 

erhöhte intrazelluläre Calciumkonzentration, in der Membran des SR. Der Anstieg der 

intrazellulären Calciumkonzentration führt zur Bindung von Calcium an Troponin und zur 

Interaktion von Aktin und Myosin und damit zur Kontraktion. 
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der elektromechanischen Kopplung. Übernommen aus (Kistamas et al. 
2020). 

Im Folgenden werden einige für das Zusammenspiel im Rahmen der elektromechanischen 

Kopplung essenziellen Proteine vorgestellt. Diese sind Gegenstand der in dieser Arbeit 

untersuchten Proteine im JDP2-Maus-Modell. 

1.4.1 Connexine 

Connexine sind weit verbreitete Membranproteine. Sie bestehen u. a. aus vier 

Transmembran-Helices. Jeweils sechs Connexine bilden einen Halbkanal; gemeinsam mit 

einem weiteren Halbkanal entsteht eine Gap Junction (Jennings and Donahue 2013). Die Gap 

Junctions bilden Verbindungsstellen zwischen den einzelnen Myokardzellen zur Weiterleitung 

der Erregung und zum Austausch von Metaboliten (Bers 2008). Die verschiedenen Isoformen 

der Connexine sind nach ihrem Molekulargewicht (kDa) benannt. Im Vorhof dominiert die 

Isoform Connexin40, im Ventrikel ist vornehmlich die Isoform Connexin43 anzutreffen (van 

Veen, van Rijen, and Opthof 2001). Das Öffnen und Schließen von Gap Junctions wird u. a. 

durch Phosphorylierungen durch Kinasen moduliert (van Veen, van Rijen, and Opthof 2001). 

Im Rahmen von elektrischem Remodelling sind Connexine an der Entstehung von 

Vorhofflimmern beteiligt. Während unter normalen Bedingungen Connexine an den Enden 

der Glanzstreifen der Myozyten liegen, kommt es unter gestressten Bedingungen zu 

veränderten Positionierungen in den Myozyten (Jennings and Donahue 2013). 
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Abbildung 4: Der Aufbau von Connexinen (B) und ihre Positionierung in der Myokardzelle (A) unter normalen (C) 
und gestressten (D) Bedingungen. Übernommen aus (Jennings and Donahue 2013). 

Diverse Studien haben auch die Expression sowie Lageveränderungen der Connexine bei 

Vorhofflimmern sowohl beim Menschen als auch im Tiermodell untersucht. Hierbei zeigten 

sich in beiden Fällen sehr heterogene Ergebnisse mit z. T. erniedrigten oder erhöhten 

Expressionen (Nao et al. 2003; Wetzel et al. 2005; Polontchouk et al. 2001; Tuomi, Tyml, and 

Jones 2011).  

Connexine repräsentieren eines der wenigen Membranproteine, deren Expression bereits bei 

JDP2-Mäusen untersucht wurde; hierbei wurde eine sehr starke Reduktion der Expression von 

Connexin40 im Vorhof mittels Western Blot-Analyse festgestellt (Kehat et al. 2006). Im 

Rahmen von Herzinsuffizienz konnte dagegen im menschlichen Myokard eine ausgeprägte 

Reduktion von Connexin43 im Ventrikel festgestellt werden, während bei Connexin40 eine 

Erhöhung der Expression auf mRNA- und Proteinebene gefunden wurde (Dupont et al. 2001). 

Eine Untersuchung auf Veränderungen in der Distribution von Connexin40 erfolgte bei dem in 

dieser Arbeit verwendeten Tiermodell bisher noch nicht.  

1.4.2 Calsequestrin 

Calsequestrin (CSQ) ist ein Ca2+-bindendes Protein, was ausschließlich im sarkoplasmatischen 

Retikulum vorkommt und große polymerisierende Komplexe mit anderen Calsequestrin-

Proteinen nahe der Membran bildet (Wang and Michalak 2020). Während Calsequestrin 1 in 

Skelettmuskel-Fasern anzutreffen ist, findet man in Herzmuskelzellen Calsequestrin 2. Es kann 

bis zu 40 Calcium-Ionen mit relativ niedriger Affinität (und damit schneller Freisetzungen von 
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diesem) binden (Wang et al. 1998). Calsequestrin bindet in einem Komplex mit Junktin und 

Triadin an RyR2 und stellt die Ca2+-Ionen bereit, die durch die RyR ins Zytosol strömen. 

Dadurch wird der Anstieg der intrazellulären Calciumkonzentration so verstärkt, dass während 

der Systole eine kontrollierte Kontraktion ausgelöst werden kann. 

Je höher die Calciumkonzentration innerhalb des SR, desto höher die Wahrscheinlichkeit für 

spontanes Ausströmen von Calcium (Terentyev et al. 2002). Schwankungen in der 

Konzentration von Calsequestrin haben damit auch einen großen Einfluss auf die Stabilität des 

Calciumgleichgewichts des SR, da mit herabgesetzter Speicherkapazität von Calsequestrin 

auch die Konzentration von freiem intraluminalen Calcium steigt, was wiederum zu Ca2+-Lecks 

führt   ̶ und dies wiederum sogenannte delayed after-depolarizations (DADs) und spontane 

Aktionspotentiale auslösen kann (Chopra and Knollmann 2009). 

 

 

Abbildung 5: (a) Verhältnis von Ca2+-Konzentration und Leck-Anteil im SR bei normaler und reduzierter CSQ2-
Konzentration. (b) Lecks des RyR2 führen zu vermehrtem spontanen Ausströmen von Ca2+ aus dem SR und damit 
zu DAD. Übernommen aus (Chopra and Knollmann 2009). 

Bestimmte Mutationen des CASQ2-Gens (und damit einhergehend niedrigeren Expressionen 

bzw. Verlust der Funktionalität von CSQ2) sind in den letzten Jahren, neben Mutationen im 

RyR2, als einer der Auslöser von katecholaminergen polymorphen ventrikulären Tachykardien 

beschrieben worden (Kistamas et al. 2020).  
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Auch im Rahmen der Herzinsuffizienz sind erniedrigte Expressionen von Calsequestrin 

beschrieben worden (Hu et al. 2011). Ein homozygotes Knock-out-Modell beschrieb die 

Entwicklung von Herzinsuffizienz nach zwei Jahren bei genetisch modifizierten Mäusen im 

Vergleich zur Wildtyp-Gruppe mit früh beginnender atrialer Dilatation (Gergs et al. 2017) 

1.4.3 Spannungsabhängige L-Typ-Calciumkanäle 

Der Calciumeinstrom in die Herzmuskelzelle erfolgt zum größten Teil über 

spannungsabhängige L-Typ-Calciumkanäle, die aus mehreren Untereinheiten (α1, β, α2δ, γ) 

bestehen. Die α1-Untereinheit bestimmt die Nomenklatur des Calciumkanals; sie bildet 

zudem die Pore, über die der Calciumeinstrom erfolgt. Die spannungsabhängigen 

Calciumkanäle werden in drei Klassen unterteilt: CaV1, CaV2 und CaV3. Die Verteilung und 

Funktion unterscheiden sich bei den jeweiligen Klassenvertretern. Als Long-Type-Calcium-

Channel (LTCC) werden die Vertreter der CaV1-Klasse bezeichnet; diese werden weiter in 

CaV1.1 bis 1.4 unterteilt. Wie oben bereits beschrieben, erfolgt die Typisierung über 

Unterschiede im Aufbau der α1-Unterheit (α1.1   ̶1.4). Diese besteht aus vier Einheiten mit je 

sechs Transmembrandomänen (Harvey and Hell 2013). CaV1.2 wird vor allem in den Ventrikeln 

exprimiert, während in den Vorhöfen sowohl CaV1.2 als auch CaV1.3 ausgebildet werden (Bers 

and Perez-Reyes 1999).  

Genetisch kodiert wird diese Einheit durch das CACNA1C-Gen. Dieses ist orthotop in Mäusen 

und Menschen (Database 2023). Der Calciumeinstrom durch diesen Calciumkanal ist 

verantwortlich für die Plateauphase des Aktionspotentials sowie für die Öffnung des RyR2 im 

sarkoplasmatischen Retikulum, sodass dieser durch Calciumausstrom aus dem SR die 

Kontraktion auslösen kann (Harvey and Hell 2013). Reguliert wird der kardiale CaV1.2-

Calciumkanal u. a. durch Ca2+ und zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) mittels cAMP-

abhängiger Proteinkinase. Mutationen des Kanals sind u. a. mit Arrhythmien wie dem 

Timothy-Syndrom (1 und 2) assoziiert (Splawski et al. 2004). 

In einem kardialen Knock-Out-Modell von Rosati el al. wurde die Expression des CaV1.2-

Calciumkanals auf bis zu 11 ± 1 % reduziert, was innerhalb weniger Tage zum Tod der Mäuse 

führte (Rosati et al. 2011). Mutationen des CACNA1C-Gens mit loss-of-function sind zudem u. 

a. mit dem Brugada-Syndrom, dem Short-QT-Syndrom und dem Long-QT-Syndrom assoziiert 

(Rosati et al. 2011; Herold, Hussey, and Dick 2023).  
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In diversen Studien verschiedener Arbeitsgruppen mit menschlichen und tierischen Zellen 

wurde im Rahmen des Vorhofflimmerns eine deutlich erniedrigte Expression des CaV1.2 bzw. 

einzelner Untereinheiten im Vorhof gefunden (Schotten et al. 2011; Lugenbiel et al. 2015; 

Bosch et al. 1999). Der Einstrom von Calcium (ICaL) in die Zelle über die LTCC war bis zu 70 % 

verringert (Bosch et al. 2003). Schotten et al. fanden zudem in menschlichen Zellen von 

Patient*innen mit chronischem Vorhofflimmern eine um 75 % reduzierte Kontraktilität der 

Vorhofzellen und führten dies auf funktionseingeschränkte LTCC zurück (Schotten et al. 2001). 

1.4.4 Ryanodin-Rezeptoren Typ-2 

Der Ryanodin-Rezeptor (RyR) besteht aus vier homologen Untereinheiten und ist mit 2,2 

Mega-Dalton der größte bekannte Ionenkanal (Denniss, Dulhunty, and Beard 2018). Der 

größte Anteil (80 %) liegt im Cytoplasma, während sechs Helices transmembran verlaufen und 

durch kleine Segmente verbunden werden (Yan et al. 2015). In Kardiomyozyten wird der RyR2 

exprimiert. Die Öffnung der Kanäle erfolgt während des Aktionspotentials durch den Einstrom 

des Calciums durch die LTCC. Das einströmende Calcium diffundiert zu den benachbarten 

RyR2 in der Membran des SR und löst deren Öffnung aus. Die Öffnung eines einzigen RyR2-

Kanals reicht aus, um durch das ausströmende Calcium auch die Öffnung der anderen 

Calciumkanäle innerhalb des gleichen Clusters auszulösen (Houser 2014). Die Öffnung der 

RyR2-Kanäle führt zum Ausstrom des hochkonzentriert im SR vorliegenden Calciums, was nun 

über Bindung an Troponin C eine Interaktion zwischen Myosin und Aktin ermöglicht und zur 

Kontraktion führt (Bers and Perez-Reyes 1999). Eine Reduktion der RyR-Expression ist aus 

diversen anderen Modellen zu zellulären Veränderungen im Rahmen der Herzinsuffizienz 

bekannt, weshalb auch in dieser Arbeit die Expression des im SR der Kardiomyozyten 

vorliegenden RyR2 untersucht wurde. 

Eine der Auffälligkeiten eines insuffizienten Herzens auf zellulärer Ebene ist ein verminderter 

systolischer Anstieg der intrazellulären Calciumkonzentration mit einem erhöhten 

Calciumlevel während der Diastole sowie eine reduzierte Abnahmegeschwindigkeit der 

Calciumkonzentration während der Diastole (Schlotthauer et al. 1998; Fischer, Maier, and 

Sossalla 2013). Zum einen sind hierfür Lecks in den RyR2 verantwortlich, aus denen Calcium 

während der Diastole strömt. Dies führt zu proarrhythmogenen DADs (delayed after 

depolarizations, s. Abbildung 5). Zum anderen wird SERCA2a in diesem pathologischen Setting 

vermindert exprimiert und arbeitet nicht so aktiv wie in einem gesunden Herzen (Hasenfuss 
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1998). Kleinere Freisetzungen von Calcium aus dem SR werden als Ca2+-Sparks bezeichnet und 

werden durch eine Gruppe spontan öffnender RyR2 eines Clusters generiert (Houser 2014). 

Die Funktion des RyR2 ist vermutlich eng mit seinem Phosphorylierungstatus verbunden, 

wobei es hierzu in der Literatur kontroverse Ansichten gibt, auf die im Rahmen der Diskussion 

näher eingegangen wird. Die Phosphorylierung beeinflusst die Calciumsensitivität des RyR und 

damit auch die Öffnungswahrscheinlichkeit während der Diastole (Marx et al. 2001). 

Dies wird insbesondere im Zusammenhang mit Pathologien, wie Herzinsuffizienz und 

Vorhofflimmern, wichtig. Beim Vorhofflimmern spielt der RyR2 insofern eine tragende Rolle, 

indem er durch eine erhöhte Durchlässigkeit (leaky RyR2) für einen unkontrollierten Ausstrom 

von Calcium aus dem SR sorgt und damit die Grundlage für die Entstehung von DADs und 

somit Vorhofflimmern schafft (Dobrev and Nattel 2008; Dobrev, Voigt, and Wehrens 2011). 

Die Expression von RyR2 selbst war reduziert oder unverändert (Wakili et al. 2010; Brundel et 

al. 1999; Lai et al. 1999). Mehrere Studien gaben allerdings Hinweise auf eine defekte Funktion 

des Rezeptors (Vest et al. 2005; El-Armouche et al. 2006). Eine Maus-Studie mit einer gain-of-

function-Mutation des RyR2 fand ein signifikant erhöhtes Auftreten von Vorhofflimmern 

(Chelu et al. 2009). 

Interessanterweise zeigen nicht nur kardiale RyR2 bei Herzinsuffizienz eine erhöhte 

Durchlässigkeit, sondern auch zerebrale RyR2, was mit kognitiver Dysfunktion im Rahmen der 

Herzinsuffizienz in Zusammenhang gebracht wird (Dridi et al. 2023). 

1.4.5 SERCA2a 

Einer der wichtigsten Regulatoren für die Calciumhomöostase und die Kontraktion ist die 

sarkoplasmatische Retikulum-Ca2+‐ATPase 2a (SERCA2a). Im Menschen existieren drei 

bekannte Isoformen (SERCA1, SERCA2, SERCA3), die durch drei Gene (ATP2A 1  ̶  3) kodiert 

werden (Hovnanian 2007; Sitsel et al. 2019). SERCA2a ist die Isoform, die u. a. im Herzen 

anzutreffen ist. Nach dem Calcium-induzierten Ausstrom von Calcium aus dem SR muss dieses 

schnell wieder in das SR transportiert werden. Die SERCA2a wird durch mehrere 

Transmembranproteine (u. a. Phospholamban, Sarcolipin) v. a. über die Regulation ihrer 

Aktivität und z. T. ihre Affinität für Calcium gesteuert (Anderson et al. 2016; MacLennan and 

Kranias 2003; Nelson et al. 2016; Vangheluwe et al. 2005; Kranias and Hajjar 2012). 
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Erniedrigte SERCA2a-Expression im Rahmen von Herzinsuffizienz führt zu erniedrigter 

Kontraktilität der Herzzelle, wie in den letzten Jahrzehnten immer wieder gezeigt werden 

konnte (Periasamy, Bhupathy, and Babu 2008; Hasenfuss 1998). Basierend auf diesen 

Ergebnissen wurde bereits eine Gentherapie bis hin zu klinischen Studien zur Steigerung der 

SERCA-Expression entwickelt, auf die in der Diskussion näher eingegangen wird. 

1.5 Das Jun-Dimerization-Protein 2 

Das Jun-Dimerization-Protein 2 (JDP2) ist ein ubiquitärer Transkriptionsfaktor mit einem 

Leuzin-Zipper-Strukturmotiv. Es kann sowohl als Homodimer aber auch als Heterodimer mit 

ATF2-Proteinen oder anderen Jun-Proteinen an spezifische Bereiche (CRE (cAMP response 

element)- und TRE- (12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate-response element)-Sequenzen) 

der DNA binden und unterdrückt die Transkription (Darlyuk-Saadon et al. 2012; Kehat, Hasin, 

and Aronheim 2006; Aronheim et al. 1997). Es steht in einem engen Regulationsverhältnis mit 

dem ihm strukturell sehr ähnlichen AP-1-Protein. Die beiden Proteine können durch 

Überexpression die Expression des jeweils anderen herabregulieren (Katz, Heinrich, and 

Aronheim 2001). In den letzten Jahren ist JDP2 zunehmend durch seine Bedeutung im Rahmen 

der Herzinsuffizienz in den Fokus der Forschung gerückt. Auch mit dem Protein ATF3, das bei 

zellulärem Stress vermehrt gebildet wird, besteht eine hohe Ähnlichkeit. Auch dieses wird 

durch die Expression von JDP2 reguliert (Weidenfeld-Baranboim et al. 2009). Es gibt 

mittlerweile allerdings auch Hinweise für eine Beteiligung von JDP2 in der Genese von 

Tumoren (Chen et al. 2017; Mansour et al. 2018; Yao et al. 2021). 

Im Verlauf der letzten Jahre hat sich die Bedeutung von JDP2 (gemeinsam mit anderen 

Proteinen, wie z. B. ATF3) für die Entstehung einer atrialen Dilatation auf molekularer Ebene 

bei Herzinsuffizienz und Vorhofflimmern herauskristallisiert (Kehat et al. 2006; Euler et al. 

2021). Dieses Modell eignete sich daher besonders, um auch die Veränderungen auf 

Vorhofebene bei Herzinsuffizienz und Vorhofflimmern zu untersuchen. 

In unserem Modell wurden heterozygote Mäuse verwendet, in denen zeitlich kontrolliert das 

JDP2-Protein überexprimiert wurde. 

1.6 Zielsetzung der Arbeit 

Veränderungen der calciumregulierenden Proteine sind ein wichtiger 

Forschungsschwerpunkt, da diese innerhalb der Kardiomyozyten im Rahmen der kardialen 
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Calciumhomöostase eine wichtige Rolle spielen. Die Calciumhomöostase ist, wie in diversen 

Untersuchungen der letzten Jahrzehnte sowohl an tierischem als auch humanem Gewebe 

gezeigt wurde, bei Herzinsuffizienz und Arrhythmien gestört. Eine normalisierte Regulation 

der Homöostase ist daher ein therapeutisches Ziel (Marks 2013; Meyer et al. 1995; Bers 2014). 

Aus der Grundlagenforschung heraus sind auch Medikamente entwickelt worden, die in der 

klinischen Praxis etabliert sind (auf diese wird unter 4.3.3. noch genauer eingegangen). 

In dieser Arbeit sollten Veränderungen der Expression und Phosphorylierung von 

Schlüsselproteinen der Calciumhomöostase im Rahmen des atrialen und ventrikulären 

Remodellings untersucht werden. JDP2-Mäuse, die an Herzinsuffizienz und Vorhofflimmern 

erkranken, wurden hierfür ausgewählt, da die atriale Dilatation auch bei der menschlichen 

Herzinsuffizienz auftritt und eine wichtige Rolle für die Entstehung und den Erhalt von 

Vorhofflimmern spielt. Die hierdurch provozierten Veränderungen der calciumregulierenden 

Proteine sollten gleichzeitig im Vorhof und Ventrikel untersucht und verglichen werden, um 

ein besseres Verständnis der Auswirkungen und des Ausmaßes der parallel wirkenden 

Remodelling-Prozesse in Ventrikel und Atrium zu erhalten. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Versuchstiere 

Als Versuchstiere wurden transgene (Genotyp tTA/tetO) JDP2-Mäuse genommen, die aus 

einer Kreuzung von C57Bl/6 J und FVB/N in Haifa, Israel, für ein Versuchsvorhaben der 

Arbeitsgruppe (AG) von Prof. G. Euler an der Universität Gießen gezüchtet wurden 

(Regierungspräsidium Gießen, Registration-no. V54-19 c 20 15h 01 GI 20/1 Nr. 57/2014). 

Diesen gegenüber stand der unveränderte Wildtyp als Kontrollgruppe (Genotyp 0/0, tTA/0 

oder tetO/0). 

Nach der Tötung wurden die Herzen der ca. 9 Wochen alten Tiere sofort entnommen und 

Vorhöfe und Ventrikel voneinander getrennt. Nach Eintauchen in flüssigen Stickstoff wurden 

alle Gewebe bei   ̶80 Grad Celsius gelagert. Ein Teil der geteilten Vorhöfe und Ventrikel verblieb 

im Labor der AG Euler der Universität Gießen zur Untersuchung der Reverse-Transkriptase-

Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR). Unter Kühlung mittels Trockeneis erfolgte der Transport 

der jeweils anderen Teile in ein Labor der AG Kockskämper im Biochemisch-

Pharmakologischen Centrum (BPC) der Universität Marburg, wo sie bei Ankunft sofort wieder 

bei   ̶ 80 Grad Celsius gelagert wurden. 

Die Züchtung basiert auf zwei genetischen Veränderungen; zum einen wurden die Mäuse 

Träger eines heterozygoten JDP2-Gens (tetO) mit einem Core Promotor, welcher nur von 

generellen Transkriptionsfaktoren zur Einleitung der Transkription abhängig ist, und zum 

anderen eines ebenfalls heterozygoten Transaktivator-(tTA)-Gens, dessen Promotor der 

herzspezifische α-MHC-Promotor ist (Parahuleva et al. 2020). 

Die Expression des JDP2-Gens wurde durch ein Tet-Off-System reguliert, indem in 

Abwesenheit von Tetrazyklinen – in diesem Versuch wurde Doxyzyklin als Derivat von 

Tetrazyklin genommen – der Tetrazyklin-Transaktivator (tTA) gebildet wurde, der an eine 

spezifische TetO-Operatorsequenz upstream des α-MHC-Promotors bindet. 

Um eine Überexpression des JDP2-Gens bis zum Erwachsenenalter der Mäuse zu verhindern, 

wurden sowohl die transgenen Mäuse als auch diejenigen der Kontrollgruppe während der 

Embryonen- und Jugendzeit für 4 Wochen mit Doxyzyklin gefüttert. Anschließend wurde das 

Tetrazyklinderivat weggelassen; in den folgenden 5 Wochen kam es nun zu einer 

Überexpression des JDP2-Proteins. Die tatsächliche Funktionalität des Gens wurde mittels RT-
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PCR durch das Labor der AG Euler in Gießen überprüft. Nur Mäuse mit einer tatsächlichen 

Überexpression von JDP2-mRNA wurden in die Gruppe der JDP2-Mäuse aufgenommen. 

2.2 Western Blot-Untersuchung des Gewebes 

Western Blots sind ein seit Langem etabliertes Verfahren zur Messung der Expression von 

Proteinen (Burnette 1981; Southern 1975; Towbin, Staehelin, and Gordon 1979). Nach 

Auftrennung der Proteine mittels Gelelektrophorese, Übertragung auf eine 

Nitrozellulosemembran und Markierung mittels primärer und sekundärer Antikörper werden 

im letzten Schritt die Proteinkonzentrationen indirekt über Chemilumineszenz visualisiert. 

2.2.1 Homogenisierung des Gewebes 

Die Vorhöfe und Ventrikel der Versuchstiere wurden aus ihrer Lagerung im   ̶ 80 Grad Celsius 

kalten Gefrierschrank entnommen und direkt auf Eis gelagert. Die gesamte Homogenisierung 

lief unter gekühlten Bedingungen ab. 

Zunächst wurden die Gewebeproben in flüssigem Stickstoff schockgefrostet und konnten 

durch den höheren Härtegrad mit einem Spatel geteilt werden. Es wurde etwas Gewebe 

entnommen und in beschriftete Mörser (Micro tissue grinder, Wheaton, UK), die mit 100 µl 

Homogenisierungsflüssigkeit befüllt waren und ebenfalls auf Eis gekühlt wurden, gegeben; 

das übrige Gewebe wurde sofort wieder in das ursprüngliche gekühlte Eppendorf-Gefäß 

gegeben und nach Beendigung der Homogenisierung wurden alle Proben wieder bei    ̶80 Grad 

Celsius eingelagert. 

Dieser zusätzliche Schritt der Gewebeteilung war nötig, da z. T. nur sehr wenig Probenmaterial 

(halbierte Vorhöfe von Mäusen) vorlag und zunächst nur ein kleiner Teil davon verwendet 

werden sollte. 

Das Gewebe in den Mörsern wurde nun mit einem Glaspistill zerkleinert und mit dem 

Homogenisierungspuffer vermengt. Anschließend wurden die Mörser in die gekühlte     ( ̶ 4 

Grad Celsius) Zentrifuge gestellt und bei 5000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Nun 

wurde sorgfältig der flüssige Anteil aus den Mörsern in beschriftete und farbkodierte 

Eppendorf-Gefäße abpipettiert. Die Farbcodierung diente dazu, eine Verwechslung der 

Eppendorf-Gefäße der verschiedenen Versuchsreihen auszuschließen. Zur maximalen 

Ausnutzung der geringen Materialmenge wurden die verbliebenen Gewebereste mit 50 µl 

Homogenisierungspuffer erneut gemörsert und wie oben beschrieben zentrifugiert. Der 

Überstand wurde erneut abpipettiert und in die bereits in der Vorrunde gefüllten Eppendorf-
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Gefäße gegeben. Die Gefäße wurden in die Zentrifuge gestellt und bei 13000 Umdrehungen 

pro Minute für 3 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde in die nächsten farbkodierten 

Eppendorf-Gefäße, die final tubes, gegeben. 

Für die Proteinquantifizierung wurden 25 µl der Flüssigkeit in vorbereitete, markierte 

Eppendorf-Gefäße pipettiert. Die final tubes wurden im   ̶ 80 Grad-Celsius-Gefrierschrank 

gelagert. 

2.2.1.1 Homogenisierungspuffer 

Die Basislösung des Homogenisierungspuffers (s. Tabelle 1) wurde in größerer Menge als 

Vorrat vorbereitet und in Aliquots (9,22 ml) bei    ̶20 Grad Celsius im Gefrierschrank gelagert. 

Am Tag der Homogensierung wurde ein Aliquot entnommen und auf Eis langsam aufgetaut. 

Anschließend wurden Inhibitoren hinzugegeben. Die genauen Mengen sind in Tabelle 2 

aufgeführt. 

Grundsätzlich diente der Homogenisierungspuffer dazu, die bei der Homogenisierung 

freigesetzten Proteasen und Phosphatasen zu inhibieren, um einen Abbau der Proteine sowie 

ihre Dephosphorylierungen zu verhindern.  

Tabelle 1: Homogenisierungspufferlösung (Basis, 100 ml) 

Substanz Menge Endkonzentration Hersteller 

100 mM EDTA (pH 8) 10 ml 10 mM Sigma-Aldrich 

100 mM EGTA (pH 7) 1 ml 1 mM Sigma-Aldrich 

𝛽-Glycerolphosphat  1,53 g 50 mM Sigma-Aldrich 

Glycerol  10 ml 10 % Roth 

Natriumchlorid 0,8 g 137 mM Roth  

NP-40 (Igepal)  1 ml 1 % Sigma-Aldrich  

1 M Tris-HCl  2 ml 20 mM Roth  
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Tabelle 2: Zur Homogenisierungspufferbasis zu addierende Inhibitoren 

Substanz Menge Endkonzentration Hersteller 

Aprotinin (1,54 mM)  10 μl 1,54 µM Roth  

Leupeptin (4 mg/ml)  10 μl 4 µg/ml Roth  

Natriumfluorid (20 mM)  400 μl 800 µM Sigma-Aldrich  

Natriumorthovanadat  

(1 mM) 

100 μl 10 µM Sigma-Aldrich  

Natriumpyrophosphat  

(1 mM)  

100 μl 10 µM Sigma-Aldrich  

Pepstatin A (1 mM)  60 μl 6 µM Roth  

Phenylmethylsulfonylfluorid 

(1 mM)  

100 μl 10 µM Sigma-Aldrich  

 

2.2.2 Proteinquantifizierung 

Die Proteinquantifizierung erfolgte mit dem Homogenat aus den final tubes mittels eines 

kolorimetrischen Assays (Bicinchoninsäure). Diese Methode wurde ausgewählt, da sie im 

Vergleich zu z. B. Coomassie-blau-250 weniger störanfällig auf Detergenzien wie 

beispielsweise NP-40 im Homogenisierungspuffer reagiert. Eine Kalibrierungslösung wurde 

mit bovinem Serumalbumin (BSA) als Standardprotein hergestellt. Verwendet wurde das 

PierceTM Micro BCA Assay Kit von Thermo Scientific, Deutschland. 

Diese Methode der Proteinbestimmung veröffentlichten 1985 erstmals Smith et al (Smith et 

al. 1985). Im ersten Schritt der Reaktion reduzieren Peptidbindungen Cu2+-Sulfat-Komplexe zu 

Cu1+-Sulfat-Komplexen. Je mehr Peptidbindungen präsent sind, desto häufiger findet diese 

Reaktion statt und es werden mehr Cu1+-Sulfat-Ionen gebildet. Das erforderliche 

Reaktionsmilieu ist alkalisch. Je mehr Cu1+-Ionen vorliegen, desto intensiver ist der 

Farbumschlag von grün zu violett nach Inkubation. Im Folgeschritt reagieren zwei 

bicinchoninic acid-(BCA)Moleküle mit einem Cu1+-Ion zu einem Chelat-Komplex, dessen 

Absorptionsmaximum bei 562 nm Wellenlänge liegt. 
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Abbildung 6: Reduzierende Reaktion und Chelat-Bildung, übernommen aus (Smith et al. 1985) 

Zunächst wurde mit BSA eine Reihe verschiedener Verdünnungen zur Erstellung einer 

Standardkurve hergestellt. Anschließend wurden die Proben aus den final tubes verdünnt. 

Aufgrund des geringen Probenmaterials und damit korrelierender geringerer Menge an 

Protein war eine Verdünnung von 1:15 ausreichend. Diese verdünnten Proben und die 

Standardkonzentrationen mit BSA wurden mit dem Reagenz versetzt und 30 Minuten bei 60 

Grad Celsius in Inkubatoren gestellt. Nach Ablauf der Zeit wurden die Proben sofort auf Eis 

gelagert, um eine weitere Reaktion zu erschweren, sorgfältig sortiert und anschließend in die 

Vertiefungen einer Mikrotiterplatte gegeben. Nun erfolgte die kolorimetrische Messung mit 

einem Plattenlesegerät bei 562 nm Wellenlänge. 

Die Werte der Standardverdünnungen mit BSA wurden anschließend gegen die BSA-

Konzentration aufgetragen, sodass hierüber die Proteinkonzentration der einzelnen Proben 

errechnet werden konnte. 

Mithilfe dieser Werte wurde für jede Probe die notwendige Verdünnung berechnet, um mit 

dem Homogenisierungspuffer eine einheitliche Proteinkonzentration von ca. 2 µg/µl in den 

Proben herzustellen. 

2.2.3 Western Blots 

Genutzt wurde ein Western Blot-Protokoll für ein Tank-Transfer-System. Dieses hat den 

Vorteil, dass es sich im Vergleich zum semi-dry-Verfahren auch für größere Proteine (> 100 

kDa) eignet, da es nicht zur einer buffer depletion infolge einer Elektrolyse der Elektrolyte in 

der Lösung kommt (Kelly, Altria, and Clark 1997; Ni, Xu, and Gallagher 2017). Das Gel stand 

hierbei vertikal in einer Elektrolytlösung zwischen Kathode und Anode. Die geladenen 
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Proteine wurden nun durch Elektrophorese auf eine Nitrozellulosemembran übertragen und 

dort fixiert. Anschließend erfolgte die Reduktion unspezifischer Bindungen mit Tween 20 und 

skimmed milk powder. Primäre Antikörper wurden aufgetragen und banden an ihre 

Zielproteine. Die primären Antikörper wurden erneut durch passende sekundäre Antikörper 

an ihrem Epitop gebunden. Diese wiederum waren mit Meerrettichperoxidase markiert. Über 

die Stärke der Lumineszenz wurde eine semiquantitative Auswertung gemacht (nach 

(Gallagher 2001)).  

2.2.3.1 Proben  

Am ersten Tag wurden die Proben (Proteinkonzentration 2 µg/µl) zunächst aus dem 

Gefrierschrank entnommen und auf Eis gelagert. Zur Auftrennung der Proteine wurde ein 

Laemmli-Puffer (s. Tabelle 3) hinzugegeben. Dieser wurde nach der Zubereitung in Aliquots 

von 20 ml bei   ̶  20 Grad Celsius eingefroren und bei Bedarf auf Eis aufgetaut. 95 µl des 

Laemmli-Puffers wurden mit 5 µl β-Mercaptoethanol vermischt. Dieses reduzierende Agens 

diente der Spaltung verbliebener Disulfidbindungen. Als Arbeitsgefäße wurden nun 

Eppendorf-Gefäße beschriftet. In diese wurden jeweils 7 µl der Probe, 8  µl des 

Homogenisierungspuffers und 4  µl des Laemmli-Puffers gegeben. Anschließend wurden die 

Proben kurz im Vortexer gerührt. 

Tabelle 3: Zusammensetzung des Laemmli-Puffers 

Substanz Menge Endkonzentration 

1 % Bromphenolblau  1 ml 0.05 % 

100 mM EGTA (pH 7.4)  3,2 ml 16 mM 

1 M Dithiothreitol 320 μl 16 mM 

Glycerol  9,4 ml 47 % 

20 % Natriumlaurylsulfat 

(SDS)-Lösung  

4 ml 4 % 

1 M Tris-HCl (pH 6.8)  800 μl 40 mM 

 

2.2.3.2 Gele 

Für die Western Blots wurden vorgefertigte Gradientengele (4   ̶ 20 % Mini-PROTEAN TGX, Bio-

Rad, München) verwendet.  
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2.2.3.3 Gelelektrophorese 

Die vorgefertigten Gradientengele wurden nun in die Klemmen gestellt und die Geltaschen 

mit dem Laufpuffer (s. Tabelle 4) gefüllt.  

Auf den Plastikhüllen der Gele wurde unter den Geltaschen die Nummerierung der Proben 

aufgetragen. In die erste Tasche wurden 4  µl eines vorgefertigten Proteinmarkers (Thermo 

Scientific™ PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10   ̶250 kDa) zur Größenbemessung 

der Proteinbanden nach kDa gegeben. In die weiteren Geltaschen wurden die Proteinproben 

gefüllt.  

Die Gele wurden nun in den Tank (Mini Trans-Blot Cell, Bio-Rad) platziert und dieser wurde bis 

zur Markierung mit dem Laufpuffer gefüllt. 

Zunächst lief die Elektrophorese bei den SDS-Gelen über 30 Minuten bei 90 V, anschließend 

für 2 Stunden bei 120 V.  

Tabelle 4: Laufpuffer für 4  ̶  20 % Mini-PROTEAN-Gele (1 l, 10-fach konzentriert) 

Substanz Menge 

Glycin 144 g 

ddH20 700 ml 

SDS 10 g 

TrisBase 30,2 g 

ddH2O nach Bedarf, um eine Endmenge von 1 l zu erhalten 

 

2.2.3.2 Transfer 

100 ml des 10-fach konzentrierten Transferpuffers (s. Tabelle 5) wurden für eine Endmenge 

von einem Liter mit 200 ml Methanol und 700 ml ddH2O vermengt und im Kühlschrank bei 

4 Grad Celsius gelagert. Das Methanol wurde zur Proteinfixierung benötigt. Das Gel wurde 

gemeinsam mit der Transfermembran (Nitrozellulose, Porengröße 0,45 μm, Fa. Bio-Rad) 

zwischen zwei Filtern in einem Halteapparat in den Tank gestellt. Hierzu wurden über einen 

schwarzen Schwamm zunächst ein dickeres Filterpapier und anschließend das Gel platziert, 

worauf nun auf die zurechtgeschnittene Nitrozellulosemembran zuunterst ein dünneres, dann 

ebenfalls ein breiteres Filterpapier und zuletzt ein weißer Schwamm gelegt wurden (s. 
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Abbildung 7) Der Tank wurde mit Transferpuffer gefüllt, in den Kühlraum gestellt und für 2 

Stunden bei 100 mA pro Gel und über Nacht bei 30 mA pro Gel laufen gelassen. 

 

Abbildung 7: Transfer-„Sandwich" 

Tabelle 5: 10-fach konzentrierter Transferpuffer 

Substanz Menge 

ddH2O 700 ml 

Glycin 144 g 

TrisBase 39,4 g 

ddH2O Mit diesem wird die Menge des Puffers 

nach Auflösen der Substrate auf 1 l 

aufgefüllt. 

Noch hinzuzufügen ist Methanol im Verhältnis 2:1 zur Menge des 10-fach 

konzentrierten Puffers kurz vor Gebrauch. 

 

2.2.3.3 Immunoblotting 

Zunächst wurde der Tris-buffered-saline-(TBS)Puffer (s. Tabelle 6) vorbereitet, indem er 

verdünnt und mit Tween 20 vermengt wurde. Dieses ist im fertigen TBS-T-Puffer vonnöten, 

um unspezifische Bindungen zu reduzieren. Damit konnte der Blocking-Puffer (5 %- und 0,5 %-

TBS-T-Milch, s. Tabelle 7 und Tabelle 8) ebenfalls vorweg hergerichtet werden. 

Tabelle 6: 20-fach-konzentrierter TBS-T-Puffer 

Substanz Menge 

Natriumchlorid (170 mM) 198,2 g 

TRIS-Base (10 mM) 24,2 g 
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ddH2O zum Auffüllen der Menge auf 1 l 

6N HCL nach Bedarf bis zu einem pH von 7,5 

Kurz vor Gebrauch ist Tween 20 hinzuzufügen (1 ml auf 50 ml des 20-fach 

konzentrierten TBS-Puffers). 

 

Tabelle 7: 5 %-TBS-T-Milch als Blocking Puffer 

Substanz Menge 

1-fach konzentrierter TBS-T-Puffer 50 ml 

Skim Milk Powder 2,5 g 

 

Tabelle 8: 0,5 %-TBS-T-Milch als Blocking-Puffer 

Substanz Menge 

1-fach konzentrierter TBS-T-Puffer 50 ml 

Skim Milk Powder 0,25 g 

 

Nach Entnahme aus dem Transfersystem wurden die Membranen kurz mit etwas Ponceau-

Färbung angefärbt, und die Markierungen der Proteinleiter mit einem Bleistift angezeichnet. 

Die Proteinbanden waren auf den Membranen nun deutlich zu sehen, und die Membranen 

wurden entlang der gesuchten Proteinbanden mit einem Skalpell quer geschnitten, um 

mehrere Membrananteile zur Bestimmung von Proteinen unterschiedlichen 

Molekulargewichts aus einer Membran zu erhalten. Die einzelnen Membrananteile wurden 

ihrer Ursprungsmembran nach nummeriert und für jeweils dreimal je eine Minute mit ddH2O 

gewaschen, um die Färbung zu entfernen. 

Anschließend erfolgte über dreimal je 10 Minuten eine Waschung mit TBS-T-Puffer und über 

einen Waschgang von einer Stunde Länge die Einwirkung von 5 %-TBS-T-Milch, um weiter 

unspezifische Bindungen zu reduzieren. 

Während der Waschvorgänge wurden die primären Antikörperlösungen für die Membranen 

vorbereitet. Hierzu wurden diese in der vom Hersteller empfohlenen Verdünnung in der 

0,5 %-TBS-T-Milch gelöst und nach Beendigung des Waschvorgangs und Entfernen der 5 %-
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TBS-T-Milch auf die Membranen in ihren Schälchen gegeben. Nach Inkubation über 

30 Minuten bei Raumtemperatur erfolgte die weitere Inkubation über Nacht im Kühlraum. 

Am nächsten Tag wurden die jeweils passenden sekundären Antikörper (IgG, anti-Maus oder 

anti-Kaninchen in der Verdünnung 1:1000) in 0,5 %-TBS-T-Milch gelöst. Diese waren mit 

Meerrettichperoxidase konjugiert. Nach dreifacher Waschung der Membranen über jeweils 

10 Minuten wurden die sekundären Antikörper aufgetragen und für eine Stunde bei 

Raumtemperatur inkubiert. Anschließend erfolgte erneut eine Waschung von dreimal je 10 

Minuten mit TBS-T. 

Die Darstellung der Banden zur Auswertung der Membranen erfolgte mittels 

Chemilumineszenz-Reaktion. Diese ist schon seit Anfang des 20. Jahrhunderts bekannt, 

konnte sich aber erst durch die Einführung von Enhancern in den 1980er Jahren gegen die bis 

dahin sehr etablierte kalorimetrische Messung in puncto Sensitivität und Schnelligkeit 

durchsetzen (Schmitz 1902). Auch lassen sich die chemilumineszenten Reagenzien einfach von 

der Membran entfernen, was eine Wiederverwendung der Membran möglich macht (Kricka 

2018). 

Die Meerrettichperoxidase, die an die sekundären Antiköper konjugiert ist, katalysiert die 

durch Zugabe von HRP Juice (seltener mit HRP Juice Plus [Fa. PJK GmbH, Deutschland]) 

gestartete Chemilumineszenz-Reaktion. Als Meerrettichperoxidase werden verallgemeinernd 

verschiedene Peroxidase-Isoenzyme der Peroxidase C der Wurzel bezeichnet. Diese oxidieren 

verschiedenste organische und anorganische Verbindungen (Veitch 2004). Grundprinzip der 

Reaktion ist die Oxidation von Luminol. Dieses reagiert mit Wasserstoffperoxid und emittiert 

dabei Photonen, hocheffizient katalysiert durch die Meerrettichperoxidase (Veitch 2004). Die 

Intensität der Lichtemission ist abhängig von der Konzentration der Peroxidase, die durch die 

Menge an sekundären Antikörpern bestimmt ist, an denen sie konjugiert ist (Motsenbocker 

1988). Diese wiederum ist abhängig von der Menge an vorliegenden primären Antikörpern, 

die an die Zielproteine gebunden sind.  

Die Chemilumineszenz-Reaktion wurde am Chemidoc-XRS-System (Bio-Rad, Deutschland) 

durchgeführt. Die Membranen wurden vor der Einzelauswertung jeweils mit einem Reagenz 

unter Ausschluss von Licht inkubiert und dann direkt in das Chemidoc-System überführt. Die 

Membranen wurden anschließend belichtet und es wurden Aufnahmen der Membranen nach 
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unterschiedlichen Belichtungszeiten zur Optimierung der Darstellung aller Banden 

aufgenommen und gespeichert. 

Eine Wiederverwendung der Membran mit Inkubation mit einem primären und anschließend 

einem sekundären Antikörper, wie oben beschrieben, war nach einer Waschung über 30 

Minuten mit einem Stripping Buffer (s. Tabelle 9) sowie anschließend zweimal über 10 

Minuten mit einem TBS-T-Puffer möglich, immer unter der Prämisse, dass der sekundäre 

Antikörper nicht der gleiche wie beim ersten Versuch war, um akzidentelle Bindungen an noch 

verbliebende primäre Antikörper und damit eine Verfälschung des Ergebnisses 

auszuschließen. Der niedrige pH und die sehr hohe Konzentration an Tween20 waren für das 

Auflösen der Antigen-Antikörper-Bindung verantwortlich. 

Tabelle 9: Stripping Buffer (1 l, 1-fach konzentriert) 

Substanz Menge 

Glycin 15 g 

SDS 1 g 

Tween 20 10 ml 

6M HCl nach Bedarf zur Pufferung, bis der pH bei 

2,2 lag 

ddH2O nach Bedarf bis zu einem Endvolumen 

von 1 l 
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2.2.3.4 Tabelle der verwendeten Antikörper 

Tabelle 10: Verwendete Antikörper 
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2.2.3.5 Auswertung der Western Blots 

Die densiometrische Auswertung der Bilder erfolgte zunächst mittels ImageJ (Wayne Rasband, 

National Institute of Health). Das nun als quantitatives Äquivalent ermittelte Ergebnis wurde 

für jede Bande zunächst auf ein Haushaltsprotein (Vinculin oder GAPDH) normalisiert. Je nach 

Membran wurden jeweils 4 bis 5 Proben des Wildtyps und 4 bis 5 Proben der Gruppe der JDP2-

Mäuse aufgetragen. 

Für jede Versuchsgruppe jeder Membran wurde der Mittelwert der Werte des Wildtyps 

gebildet, und die einzelnen Werte der Gruppe der JDP2-Mäuse zu diesem Mittelwert in 

Relation gesetzt. Die mit diesen relativen Werten durchgeführte statistische Auswertung 

wurde mit dem Programm GraphPad Prism 10 (GraphPad Software, San Diego, USA) gemacht. 

2.3 Statistik 

Zur statistischen Auswertung wurde das Programm GraphPad Prism 10 (GraphPad Software, 

San Diego, USA) verwendet. Die beiden Gruppen (Wildtyp und JDP2-überprimierend) wurden 

zunächst jeweils auf Normalverteilung hin mittels eines D‘ Agostino & Pearson-Tests geprüft. 

Die Gruppen, die normalverteilt waren, wurden mittels eines ungepaarten Student-t-Tests 

ausgewertet. Lag keine Normalverteilung vor, wurde ein Mann-Whitney-U-Test durchgeführt. 

Die Ergebnisse wurden jeweils als Mittelwert ± Standardfehler (SEM) angegeben. Mit „N“ 

wurde die Anzahl der Versuchstiere in der jeweiligen Gruppe festgehalten. Als „signifikante 

Veränderungen“ wurden Werte ab p = 0,05 festgelegt. In den Graphiken wurden p-Werte 

kleiner 0,05 mit „*“, p-Werte kleiner 0,01 mit „**“ und p-Werte kleiner 0,001 mit „***“ 

dargestellt. Weiterhin wurden in den Abbildungen mit originalen Western Blots alle Proben 

der Gruppe der JDP2-Mäuse mit „JDP2“ und die der Wildtyp-Population mit „Wt“ markiert.  
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3 Ergebnisse der Western Blot-Versuche 

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels Western Blotting die Proteinexpression- und 

phosphorylierung im Atrium und Ventrikel von Wildtyp- und JDP2-Mäusen untersucht. In den 

Abbildungen findet man unter A) die Bilder des Western Blots mit Homogenaten von Vorhöfen 

oder Ventrikeln und unter B) den Vergleich zwischen Wildtyp- und JDP2-Mäusen. Dabei 

wurden die densiometrischen Werte der JDP2-Mäuse relativ auf den Mittelwert der 

densiometrischen Auswertung des Wildtyps normalisiert (=100 %).  

3.1 Verminderte Expression des CaV1.2-Kanals im Ventrikel  

Der spannungsgesteuerte sarkolemmale Calciumkanal bildet einen kritischen Punkt in der 

Erregungsweiterleitung des Aktionspotentials als chemisches Signal in die Myokardzelle hinein 

zur Auslösung einer Kontraktion.  

Durch Öffnung des Kanals kommt es zum Einstrom von Calciumionen und damit zum Anstieg 

der intrazellulären Calciumkonzentration, was u. a. eine Öffnung der sarkoplasmatischen 

Ryanodin-Rezeptoren und damit einen Ausstrom von weiteren Calciumionen aus dem Lumen 

des SR in den Intrazellularraum bewirkt (Bers and Perez-Reyes 1999).  

Die Expression des CaV1.2-Kanals im Atrium (s. Abbildung 8) war bei den JDP2-Mäusen zwar 

verringert, allerdings war diese Veränderung nicht statistisch signifikant (JDP2: 63,7 % ± 9,1 

vs. WT: 100,0 % ± 22,9; p = 0,1070; N = 10-7). 
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Abbildung 8: Expression des CaV1.2-Kanals im Vorhof 
A) Originaler Western Blot B) Expression des atrialen CaV1.2-Kanals. Normalisiert auf Vinculin. N = 10 (JDP2-

Mäuse), N = 7 (Wt), ungepaarter Student-t-Test. „J“/ „JDP2“ = JDP2-Mäuse, „W“/ „Wt“ = Wildtyp-Mäuse. Eine 

Wildtyp-Probe (6. Probe von links) ist aufgrund von einer fehlerhaften Ladekontrolle aus der Auswertung 

herausgenommen worden. 

 

Abbildung 9 zeigt eine Reduktion der Expression des CaV1.2-Kanals um 63 % bei den JDP2-

Mäusen im Vergleich zum Wildtyp im Ventrikel (JDP2: 37,5 % ± 5,8 vs. WT: 100,0 % ± 12,4; 

p = 0,0003; N = 9-9). 

 

Abbildung 9: Expression des CaV1.2-Calciumkanals im Ventrikel 
 
A) Originaler Western Blot B) Expression des ventrikulären CaV1.2-Kanals. Normalisiert auf Vinculin. N = 9 (JDP2-
Mäuse), N = 9 (Wt), ungepaarter Student-t-Test. „JDP2“ = JDP2-Mäuse, „Wt“ = Wildtyp-Mäuse.  

 



3 Ergebnisse der Western Blot-Versuche 

31 
 

3.2 Unveränderte Expression von Calsequestrin in Vorhof und Ventrikel 

Calsequestin ist ein Protein, das innerhalb des SR Calciumionen bindet und für den Ausstrom 

aus dem Lumen in den Intrazellularraum bereitstellt. Die Bildung eines Komplexes von 

Calsequestrin und RYR2 ist Voraussetzung für das Ausströmen von Calcium aus dem SR 

(Chopra and Knollmann 2009). 

Die Ergebnisse zur Calsequestrin-Expression im Atrium wurden durch uns bereits 

veröffentlicht (Parahuleva et al. 2020). Im Vorhof ist die Expression im Vergleich der Gruppe 

der JDP2-Mäuse zur Wildtyp-Gruppe (JDP2: 93,0 % ± 9,1 vs. WT: 100,0 ± 7,0; p = 0,4615; N = 9-

9) unverändert. 

 

Abbildung 10: Expression von Calsequestrin im Vorhof 

A) Originaler Western Blot B) Expression des atrialen Calsequestrins. Normalisiert auf GAPDH; N = 9 (JDP2-
Mäuse), N = 9 (Wt), ungepaarter Student-t-Test. „JDP2“ = JDP2-Mäuse, „Wt“ = Wildtyp-Mäuse. 

Abbildung 11 zeigt, dass im Ventrikel ebenfalls keine Veränderung der Calsequestrin-

Expression (JDP2: 68,9 % ± 11 vs. WT: 100,0 % ± 8,9; p = 0,1111; N = 4-5) erkennbar ist.  
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Abbildung 11: Expression von Calsequestrin im Ventrikel 

A) Originaler Western Blot B) Expression des ventrikulären Calsequestrins. Normalisiert auf GAPDH; N = 4 (JDP2-

Mäuse), N = 5 (Wt), Mann-Whitney-U-Test. „JDP2“ = JDP2-Mäuse, „Wt“ = Wildtyp-Mäuse. 

 

3.3 Reduktion der Expression von SERCA2a in Vorhof und Ventrikel 

SERCA2a ist eine in der Membran des SR gelegene Pumpe, die unter ATP-Verbrauch Calcium 

vom Zytoplasma zurück ins SR pumpt. Die Effizienz der SERCA2a korreliert direkt mit der 

Kontraktilität (Zhihao et al. 2020). Veränderungen der Expression der SERCA2a spielen eine 

wichtige Rolle im Rahmen der Herzinsuffizienz und des Vorhofflimmerns (Kondrat'eva et al. 

2019; Shareef, Anwer, and Poizat 2014). 

Im Vorhof (s. Abbildung 12) konnte hierbei eine signifikante Reduktion der Expression der 

SERCA2a in der Gruppe der JDP2-Mäuse im Vergleich zum Wildtyp um ca. 40 % nachgewiesen 

werden (JDP2: 59,9 % ± 6,7 vs. WT: 100,0 % ± 7,8, p = 0,0012; N = 9-9). 

Bei Betrachtung des Ventrikels (s. Abbildung 13) spiegelt sich diese Minderung bei einer 

Reduktion um ca. 38 % im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle (JDP2: 61,9 % ± 6,7 vs. WT: 100,0 

% ± 7,3; p = 0,0014; N= 9-9) in einer praktisch identischen Ausprägung wider. 

 



3 Ergebnisse der Western Blot-Versuche 

33 
 

 

Abbildung 12: Expression von SERCA2a im Vorhof 

A) Originaler Western Blot B) Expression der atrialen SERCA2a. Normalisiert auf GAPDH; N = 9 (JDP2-Mäuse), 
N = 9 (Wt), ungepaarter Student-t-Test. „JDP2“ = JDP2-Mäuse, „Wt“ = Wildtyp-Mäuse. Die Membran der 
Ladekontrolle ist dieselbe Membran, die für die Ladekontrolle der Ser-2808-Phosphorylierungsstelle des RyR2 
(Atrium) verwendet wurde, da SERCA2a und Ser-2808 auf derselben Membran geblottet wurden (s. Abbildung 
16). 

 

Abbildung 13: Expression von SERCA2a im Ventrikel 

A) Originaler Western Blot B) Expression der ventrikulären SERCA2a. Normalisiert auf GAPDH; N = 9 (JDP2-
Mäuse), N = 9 (Wt), ungepaarter Student-t-Test. „JDP2“ = JDP2-Mäuse, „Wt“ = Wildtyp-Mäuse 
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3.4 Reduktion der Expression des RyR2 im Ventrikel 

Der RyR2 ist ein Calciumkanal in der Membran des SR. Er ist essenziell für die 

elektromechanische Kopplung, da er den Ausstrom der Calciumionen aus dem 

sarkoplasmatischen Retikulum reguliert. Diastolische Calciumlecks, die für eine Reduktion der 

Kontraktilität während der Systole verantwortlich sind, werden durch „leaky“ RyR2 verursacht 

(Belevych et al. 2013). Die Regulation der Öffnungswahrscheinlichkeit wird durch den 

Phosphorylierungsstatus bestimmt (Bers 2006). Die Bedeutung der einzelnen 

Phosphorylierungsstellen ist umstritten, worauf in der Diskussion noch näher eingegangen 

wird. 

Die Expression des RyR2 im Atrium war bei den JDP2-Mäusen nicht signifikant verringert 

(JDP2: 74,0 % ± 9,0 vs. WT: 100,0 % ± 10,4; p = 0,0804; N = 8-9). 

 

 

Abbildung 14: Expression des RyR2 im Vorhof 

A) Originaler Western Blot B) Expression des atrialen RyR2. Normalisiert auf GAPDH; N = 8 (JDP2-Mäuse), N = 9 
(Wt), ungepaarter Student-t-Test. „JDP2“ = JDP2-Mäuse, „Wt“ = Wildtyp-Mäuse.  
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Im Ventrikel (s. Abbildung 15) konnte eine Reduktion der Expression in der Gruppe der JDP2-

Mäuse im Vergleich zum Wildtyp um ca. 48 % festgestellt werden (JDP2: 51.7 % ± 8,0 vs. WT: 

100,0 % ± 10,9; p = 0,0025; N = 9-9).  

 

Abbildung 15: Expression des RyR2 im Ventrikel 

A) Originaler Western Blot B) Expression des ventrikulären RyR2. Normalisiert auf GAPDH; N = 9 (JDP2-Mäuse), 
N = 9 (Wt), ungepaarter Student-t-Test. „JDP2“ = JDP2-Mäuse, „Wt“ = Wildtyp-Mäuse 
 

3.4.1 Verminderte Phosphorylierung des Ser-2808 des RyR2 im Vorhof 

In dieser Western Blot-Untersuchung konnte im Vorhof nach Normalisierung der Ser-2808-

Expression der jeweiligen Proben auf die entsprechende Expression des RyR2 der 

entsprechenden Proben eine verminderte Phosphorylierung (s. Abbildung 16) um ca. 58 % im 

Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden (JDP2: 42,1 % ± 5,2 vs. WT: 100,0 % ± 24,6; 

p = 0,0471; N = 8-9).  

Bei einem Blick auf den Ventrikel sieht man hier jedoch ein anderes Bild (s. Abbildung 17). 

Nach Normalisierung auf die Expression des RyR2 des jeweils gleichen Tieres zeigt sich hier 

kein Unterschied der Phosphorylierung am Ser-2808 zwischen den beiden Gruppen (JDP2: 

131,6 ± 51,8 vs. WT: 100,0 ± 18,2; p = 0,7304; N = 8-9). 
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Abbildung 16: Expression der Phosphorylierung des Ser-2808 des RyR2 im Vorhof 

A) Originaler Western Blot B) Expression der atrialen Phosphorylierung Ser-2808 des RyR2. Normalisiert auf 
GAPDH; N = 8 (JDP2-Mäuse), N = 9 (Wt), Welch's t-Test. „JDP2“ = JDP2-Mäuse, „Wt“ = Wildtyp-Mäuse. Eine 
JDP2-Probe konnte nicht in die Auswertung eingehen, da die entsprechende RyR2-Auswertung der Probe nicht 
verwertbar war und somit keine Normalisierung erfolgen konnte. Die Membran der Ladekontrolle ist dieselbe 
Membran, die für die Ladekontrolle der SERCA2a (Atrium) verwendet wurde, da SERCA2a und Ser-2808 auf 
derselben Membran geblottet wurden. 

 

Abbildung 17: Expression der Phosphorylierung des Ser-2808 des RyR2 im Ventrikel 

A) Originaler Western Blot B) Expression der ventrikulären Phosphorylierung des Ser-2808 des RyR2. 
Normalisiert auf GAPDH; N = 9 (JDP2-Mäuse), N = 9 (Wt), Mann-Whitney-U-Test. „JDP2“ = JDP2-Mäuse, 
„Wt“ = Wildtyp-Mäuse. 
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3.4.2 Erhöhte Phosphorylierung des Ser-2814 des RyR2 im Ventrikel 

Eine weitere bekannte Phosphorylierungsstelle des RyR2 ist Ser-2814. Die Phosphorylierung 

wurde hier ebenfalls im Ventrikel durch Western Blots bestimmt und ausgewertet. In 

Abbildung 18 ist die Expression des Ser-2814 der JDP2-Mäuse im Vergleich zu den Wildtyp-

Mäusen gezeigt (JDP2: 187,8 % ± 23,3 vs. WT: 100,0 % ± 10,9; p = 0,0036; N = 9-9). Die 

Auswertung der Expression des Ser-2814 selbst ergab noch keine signifikanten 

Veränderungen zwischen den beiden Gruppen. Allerdings wurde auch hier wurde eine 

Normalisierung auf die Expression des RyR2 im Ventrikel des jeweils gleichen Tieres 

durchgeführt. Durch eine deutlich erniedrigte Expression des RyR2 im Ventrikel bei den JDP2-

Mäusen (s. Abbildung 15) veränderte sich hier allerdings das Verhältnis der Phosphorylierung 

des Ser-2814, sodass sich nun eine signifikante Hyperphosphorylierung abzeichnete. 

Eine Bestimmung der Phosphorylierung im Vorhof gelang bei zu wenig verbliebenem 

Probematerial des Vorhofs nicht. 

 

Abbildung 18: Expression der Phosphorylierung des Ser-2814 des RyR2 im Ventrikel 

A) Originaler Western Blot B) Expression der ventrikulären Phosphorylierung des Ser-2814 des RyR2. Normalisiert 
auf GAPDH; N = 9 (JDP2-Mäuse), N = 9 (Wt), Mann-Whitney-U-Test. „JDP2“ = JDP2-Mäuse, „Wt“ = Wildtyp-
Mäuse. 
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3.5 Reduktion der Expression von Connexin40 im Vorhof und Ventrikel 

Connexine bilden die Gap junctions, über die die elektrische Erregung im Myokard fortgeleitet 

werden kann (Wilkins 1998). Pathologien der Connexine führen zu Herzrhythmusstörungen, 

umgekehrt sind Veränderungen des Myokards mit einer Reduktion der Expression und 

veränderter Positionierung der Connexine assoziiert (Severs 2002; Jennings and Donahue 

2013). Zu Veränderungen der Connexinexpression wurden bereits Western Blot-

Untersuchungen in einer anderen Forschungsgruppe durchgeführt, die eine verminderte 

Expression von Connexin40 im Vorhof feststellten (Kehat et al. 2006). 

Im Vorhof (s. Abbildung 19) zeigte sich eine deutliche Reduktion der Expression der Expression 

des Connexin40 um fast 70 % (JDP2: 31,9 % ± 10,6 vs. WT: 100,0 % ± 5,2; p = 0,0020; N = 10-

8).  

 

Abbildung 19: Expression von Connexin40 im Vorhof 

A) Originaler Western Blot B) Expression des atrialen Connexin40. Normalisiert auf Vinculin; N = 10 (JDP2-Mäuse), 
N = 8 (Wt), Mann-Withney-U-Test. „JDP2“ = JDP2-Mäuse, „Wt“ = Wildtyp-Mäuse. 
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Auch im Ventrikel (s. Abbildung 20) ließ sich eine Verringerung der Expression des Connexin40 

bei den JDP2-Mäusen im Vergleich zur Wildtyp-Gruppe nachweisen (JDP2: 58,4 % ± 9,9 vs. 

WT: 100,0 % ± 16,4; p = 0,048; N = 9-9). 

 

Abbildung 20: Expression von Connexin40 im Ventrikel 

A) Originaler Western Blot B) Expression des ventrikulären Connexin40. Normalisiert auf Vinculin; N = 9 (JDP2-
Mäuse), N = 9 (Wt), ungepaarter Student-t-Test. „JDP2“ = JDP2-Mäuse, „Wt“ = Wildtyp-Mäuse.  

  



4 Diskussion 

40 
 

4 Diskussion 

4.1 Das JDP2-Modell und seine klinische Relevanz 

Herz-Kreislauf-Erkrankungen bleiben trotz intensiver Forschung zu diesem Thema nicht nur in 

Deutschland, sondern weltweit die führende Todesursache. Zum grundsätzlichen Verständnis 

der Krankheitsmechanismen und zur Identifizierung von möglichen Zielstrukturen für die 

Therapie ist die Grundlagenforschung an geeigneten Modellen entscheidend.  

In Studien mit Patient*innen nach einem Myokardinfarkt, in denen Veränderungen der RNA 

in bestimmen Zeitabständen nach dem Myokardinfarkt analysiert wurden, kristallisierte sich 

u. a. die Expression des JDP2-Proteins als diagnostisch und auch prognostisch wertvoll heraus 

(Wang and Cao 2020; Maciejak et al. 2015). 

Zur Untersuchung der Veränderungen der Expression der calciumregulierenden Proteine in 

den Vorhöfen im Rahmen des kardialen Remodellings wurde mit JDP2- Mäusen ein etabliertes 

Modell mit einer Vorhofdilatation, wie sie auch bei der Herzinsuffizienz oder anderen 

strukturellen Herzerkrankungen (die die Grundlage für das Auftreten von Vorhofflimmern 

bilden), gewählt. Im Rahmen der erhöhten Expression von JDP2 entsteht eine massive 

Dilatation beider Vorhöfe mit vermehrter Trabekelbildung, wodurch sich eine atriale 

Hypertrophie entwickelt, wie sie auch beim Menschen auftritt. Auch in der 

Erregungsweiterleitung entstehen Pathologien. Es kommt durch die Dehnung und 

Hypertrophie der Vorhöfe zum Remodelling mit der Konsequenz einer verlangsamten 

Erregungsausbreitung (im EKG sind verlängerte P-Wellen zu sehen) sowie auch einer 

verlängerten PQ-Zeit bis hin zu AV-Blöcken. Weiterhin tritt spontanes Vorhofflimmern als 

Folge des elektrischen Remodellings auf. Im Ventrikel konnte bei jungen Tieren, die nach der 

Geburt einer JDP2-Überexpression ausgesetzt waren, zunächst keine histologischen 

Veränderungen nachgewiesen werden (Kehat et al. 2006). Wurden die Tiere allerdings im 

„höheren“ Erwachsenenalter von 5 Wochen einer JDP2-Überexpression ausgesetzt, wie bei 

den Tieren in dieser Arbeit geschehen, zeigte sich bereits nach einer Woche auch im Ventrikel 

eine deutliche Funktionseinschränkung mit Reduktion der Ejektionsfraktion, ventrikulärer 

Hypertrophie und verminderter Kontraktionsfähigkeit der Kardiomyozyten (Heger et al. 2018; 

Parahuleva et al. 2020). 
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Das Modell der JDP2-Mäuse zur Entwicklung einer primären atrialen Hypertrophie ist zuerst 

von Kehat et al. 2006 eingeführt worden, um gezielt Veränderungen auf der Vorhofebene 

durch Remodelling darzustellen (Kehat et al. 2006). Hierbei konnten die Autor*innen durch 

eine gezielte Überexpression von JDP2 über 4 Wochen ab der Geburt eine massive biatriale 

Dilatation verursachen. Diese trat als primäre Veränderung durch die Überexpression und 

nicht als Folge ventrikulären Remodellings auf, wie es bis dato in anderen Modellen der Fall 

war, sodass eine gezielte Untersuchung von Veränderungen auf Vorhofebene möglich wurde. 

Durch das atriale Remodelling kommt es u. a. durch eine erhöhte Vorlast zu einer Belastung 

der Ventrikel, was im Verlauf zu einer Herzinsuffizienz führt (Heger et al. 2018). Da in diesem 

Modell die ventrikulären Kardiomyozyten bei zwar signifikanter Erhöhung des 

Ventrikelgewichts keine Hypertrophie aufwiesen, untersuchten Hill et al., ob im Modell der 

JDP2-Mäuse durch die Funktion von JDP2 als Inhibitor von AP-1 die Apoptose oder 

Hypertrophie der Ventrikelmyozyten induzierbar waren und ob JDP2 in dieser Rolle eine 

protektive Wirkung auf die Ventrikel entwickeln könnte (Hill et al. 2013). Hierbei zeigte sich 

keine signifikante ventrikuläre Hypertrophie oder Apoptose unter JDP2-Überexpression, da 

dieses AP-1 erfolgreich auch unter Einwirkung der Hypertrophie- und Apoptosereize durch β-

adrenerge Stimulation und den Transforming Growth Factor beta (TGFβ) inhibierte. Allerdings 

wurde von den Autor*innen auch hervorgehoben, dass durch die Inhibition von AP-1 die 

Kontraktilität der Ventrikel als Antwort auf Stimulation der β-Rezeptoren oder erhöhte 

Calciumkonzentrationen deutlich abgeschwächt wurde. Hill et al. führten die abgeschwächte 

Antwort auf Veränderungen in der Calciumregulation zurück. 

Neben JDP2 gibt es ein ihm in Aufbau und Funktion sehr ähnliches Protein – Activating 

Transcription Factor 3 (ATF3). Die Expression von ATF3 wird durch Stresssignale bei 

Zellschäden in unterschiedlichen Zelltypen gesteigert: Beispielsweise in Hepatozyten bei 

Leberversagen, in Neuronen nach Krampfanfällen, aber auch bei einer Myokardischämie in 

Kardiomyozyten (Chen, Wolfgang, and Hai 1996). Dies ist besonders deshalb bedeutsam, da 

ATF3 maladaptives Remodelling verursacht und durch JDP2 unterdrückt wird, weshalb JDP2 

auch eine protektive Komponente zugeschrieben wird (Kalfon et al. 2017). Umgekehrt wird 

JDP2 auch durch ATF3 in seiner Expression reguliert. In der Studie von Kalfon et al. wurde 

hierbei eine JDP2-Überexpression durch Knock-out des ATF3-Gens ausgelöst (Kalfon et al. 

2017). Die Mäuse wurden einer TAC-(transverse aortic constriction)Prozedur unterzogen, um 
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eine Herzinsuffizienz durch Drucküberlast zu simulieren. Bei Knock-out von ATF3 zeigte sich 

unter JDP2-Überexpression in diesem Maus-Modell eine im Vergleich zum Knock-out von JDP2 

deutlich geringer ausgeprägte Herzinsuffizienz. 

Die scheinbar paradoxe Auswirkung der JDP2-Überexpression – zum einen seine schädigende 

Wirkung durch die Förderung eines massiven atrialen Remodellings, zum anderen seine 

protektive Funktion in einem Stress-Modell – ist am ehesten auf den unterschiedlichen Aufbau 

der Studien zurückzuführen, welche jeweils auf einer anderen Fragestellung basieren (Kalfon 

et al. 2017; Heger et al. 2018). Die alleinige JDP2-Überexpression verursacht eine massive 

biatriale Dilatation mit Hypertrophie atrialer Kardiomyozyten. Durch die TAC-Prozedur konnte 

keine direkte Auslösung einer Hypertrophie der ventrikulären Kardiomyozyten oder 

funktionelle Beeinträchtigung der Ventrikel ausgelöst werden. Im TAC-Modell von Kalfon et 

al. fehlt zudem vollständig eine Beurteilung der atrialen Veränderungen (Kalfon et al. 2017). 

Die Histologie und kardiale Funktionsdiagnostik wurden nur für die Ventrikel beschrieben. In 

ersterem Modell fehlt zudem der vollständige Knock-out von ATF3, welches mit JDP2 in einer 

Balance steht und auch bei Überexpression von JDP2 noch aktiv ist.  

Hill et al. beschrieben bereits eine Beeinträchtigung der Kontraktilität durch AP1-Inhibition bei 

JDP2-Überexpression, die sie auf Veränderungen in der Calciumregulation zurückführten (Hill 

et al. 2013). 

 

4.2 Technische Herausforderungen dieser Untersuchung 

Die größte Herausforderung bestand in der geringen Menge an Vorhof-Probenmaterial, was 

zu einer Beschränkung der Anzahl der untersuchten Proteine führte. Die Vorhöfe der Mäuse 

wurden mit den Kolleg*innen der AG Euler geteilt und wurde dort zu weiteren 

Untersuchungen, wie der mRNA-Expression verwendet, weshalb nur ein kleiner Anteil für die 

Western Blot-Untersuchung zur Verfügung stand. Für die Western Blots wurden nur 14 µg 

Protein pro Blot verwendet, um möglichst viele Untersuchungen zu ermöglichen. Deswegen 

erfolgte eine Priorisierung der grundlegenden Proteine der Calciumregulation im Myokard 

(CaV1.2, RyR2 und seine Phosphorylierungsstellen Ser-2808 und -2814, Calsequestrin, 

SERCA2a, Connexin 40). 
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4.3 Veränderungen auf Ventrikel- und Vorhofebene und ihre mögliche klinische 

Bedeutung 

4.3.1 Reduktion der ventrikulären CaV1.2-Expression mit einhergehender Wirkung auf die 

ventrikuläre Kontraktilität 

In der AG Euler wurden aus denselben Probetieren (Wildtyp vs. JDP2- Mäuse) die mRNA-Level 

diverser calciumregulierender Proteine im Vorhof bestimmt (s. Abbildung 21). Die durch die 

Western Blot-Untersuchungen festgestellten atrialen Expressionen wurden z. T. mit 

publizierten Daten über die mRNA-Expression u. a. des CaV1.2-Kanals des Labors Prof. Dr. 

Euler abgeglichen (Parahuleva et al. 2020). Hierbei zeigte sich eine signifikante Reduktion der 

mRNA des CaV1.2-Kanals im Vorhof um über 40 % im Vergleich zur Wildtyp-Gruppe.  

 

Abbildung 21: Untersuchung der atrialen mRNA-Expression von Connexinen, β-adrenergen Rezeptoren und 
calciumregulierenden Proteinen (Vergleich von JDP2- vs. Wildtyp-Mäusen). Übernommen aus (Parahuleva et al. 
2020). 

Unter JDP2-Überexpression kam es jedoch zu keinen Veränderungen der atrialen Expression 

von CaV1.2-Proteinen, obwohl die mRNA-Expression signifikant reduziert war. Die Western 

Blot-Untersuchung des Ventrikels zeigte allerdings eine signifikante Reduktion des 

Calciumkanals um ca. 60 % bei den JDP2-Mäusen im Vergleich zur Wildtyp-Gruppe. In der 

Literatur gibt es keine veröffentlichten Daten zur ventrikulären mRNA- oder Proteinexpression 
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von CaV1.2 bei JDP2-Mäusen, sodass hier erstmals ein Remodelling nachgewiesen werden 

konnte. 

Es scheinen somit noch weitere Faktoren Einfluss zu nehmen und zumindest im aktuellen Alter 

der Versuchstiere (ca. 9 Wochen mit Überexpression von JDP2 über 5 Wochen) eine 

Weitergabe der verminderten mRNA-Expression auf die Proteinebene im Vorhof zu 

verhindern, obwohl deutliche zelluläre Veränderungen sichtbar sind (Hypertrophie der 

Kardiomyozyten, verminderte Kontraktilität). 

Der CaV1.2-Kanal ist im Rahmen der Herzinsuffizienz und des Vorhofflimmerns gut untersucht. 

Die LTCC sind innerhalb der T-Tubuli direkt gegenüber den RyR2 angeordnet und bilden so ein 

Couplon. Veränderungen der Expression, Dichte, Öffnungswahrscheinlichkeit oder Aktivität im 

Rahmen von Pathologien beeinflussen so direkt über veränderte Calciumtransienten die 

elektromechanische Kopplung (Eden et al. 2016). Der CaV1.2-Kanal ist für den Großteil des 

Einstroms von Calcium in der Plateauphase des Aktionspotentials in den Kardiomyozyten 

verantwortlich (Harvey and Hell 2013). CaV1.2-Inhibitoren, wie Nifedipin oder Verapamil, sind 

im klinischen Gebrauch v. a. bei der Behandlung der arteriellen Hypertonie oder als 

Antiarrhythmika in Verwendung. L-Typ-Calciumkanäle können an der Entstehung von 

Vorhofflimmern durch Auslösung von EADs (early after-depolarizations) verantwortlich sein. 

Während eines normalen Aktionspotentials werden die CaV1.2-Calciumkanäle, abhängig von 

der Spannung und vom Calciumeinstrom, inaktiviert, um den Einstrom von Calcium in die Zelle 

aus dem Extrazellularraum zu hemmen. Kommt es nun zu verlängerter Aktionspotentialdauer 

(APD), z. B. durch den Verlust repolarisierender Kaliumströme, können die CaV1.2-Kanäle in 

dieser Zeit wieder aktivierbar werden und durch den nun erneut auftretenden Einstrom von 

Calcium in die Zelle eine EAD auslösen (Heijman et al. 2014). Mit entsprechendem 

Vorhofsubstrat kann so Vorhofflimmern entstehen.  Ein Zusammenhang zwischen dem 

beobachteten paroxysmalen Vorhofflimmern in den JDP2-Mäusen und den weiteren 

Rhythmusstörungen und einer veränderten Expression des CaV1.2 kann allerdings nicht sicher 

hergestellt werden, da die im Vorhof beobachtete verringerte Expression des Kanals 

statistisch nicht signifikant war. 

Nicht nur bei Rhythmusstörungen, sondern auch bei der Herzinsuffizienz spielt der CaV1.2-

Kanal eine wichtige Rolle. Eine Reduktion der CaV1.2-Expression führte in einem Mausmodell 

zu Hypertrophie des Myokards und Herzinsuffizienz (Goonasekera et al. 2012). Eden et al. 
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zeigten, dass der Calciumeinstrom sowie die diastolische Konzentration von Calcium unter 

Herabregulierung der Calciumkanäle durch Knock-down des Proteins Myoscape deutlich 

reduziert waren  (Eden et al. 2016). Die Kontraktilität der Kardiomyozyten war signifikant 

abgeschwächt. 

Ähnliche Ergebnisse konnten in einer Vielzahl von Studien beobachtet werden (Mukherjee 

and Spinale 1998). 

Die reduzierte Expression von CaV1.2 im Ventrikel kann somit durchaus für die kontraktile 

Dysfunktion, die bei JDP2-Mäusen auftritt, wesentlich mitverantwortlich sein und einen 

Ansatz für ein Therapieziel bilden.  

Eine Untersuchung mit der Fragestellung einer veränderten Expression der Isoform CaV1.3, 

die vor allem im Sinusknoten und den atrialen Leitungsbahnen exprimiert wird, wäre ebenso 

in künftigen Studien relevant, wie eine Untersuchung des Einflusses der Proteinkinase A auf 

den Phosphorylierungsstatus des CaV1.2 (Zhang et al. 2002). Der CaV1.2-Kanal wird durch 

diverse Proteine moduliert; eines der wichtigsten ist hierbei die Proteinkinase A, die durch die 

Phosphorylierung des CaV1.2-Kanals oder eines Regulationsproteins zu einer erhöhten 

Öffnungswahrscheinlichkeit des Kanals führt.  

4.3.2 Unveränderte Expression von Calsequestrin 

Zu den wichtigsten calciumregulierenden Proteinen in Kardiomyozyten gehört Calsequestrin, 

welches für die Bindung von Ca2+ im SR verantwortlich und an der Regulation der Aktivität des 

RyR2 beteiligt ist (Wang and Michalak 2020). In einer vorausgegangenen Studie konnte gezeigt 

werden, dass ein Verlust von Calsequestrin das Risiko für Vorhofflimmern durch vermehrte 

spontane Calciumfreisetzungen aus dem SR erhöht (Faggioni et al. 2014). Ein besonderer 

Zusammenhang besteht zwischen Calsequestrin 2 und einer genetischen Rhythmusstörung, 

der katecholaminergen polymorphen ventrikulären Tachykardie, die u. a. durch Mutationen 

im Calsequestrin-2-Gen verursacht wird (Kim et al. 2020). 

mRNA-Untersuchungen zu Veränderungen dieses Proteins unter JDP2-Überexpression sind 

nicht erfolgt, auch wurde die Calsequestrin-Expression bisher in keinen Publikationen im 

Zusammenhang mit JDP2-Mäusen untersucht. In den Western Blots zeigten sich keine 

signifikanten Veränderungen der CSQ-Expression, weder im Vorhof- noch im 

Ventrikelgewebe, weshalb von keinem wesentlichen Einfluss des Proteins auf das bei den 
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Versuchstieren beobachtete paroxysmale Vorhofflimmern ausgegangen werden kann 

(Parahuleva et al. 2020).  

4.3.3 Erniedrigte Kontraktilität und erhöhtes Risiko für Arrhythmien durch Reduktion der 

SERCA2a-Expression im Vorhof- und Ventrikel 

Die im Herzen vorliegende Isoform 2a der SERCA ist eines der wichtigsten Proteine für die 

Calciumhomöostase der Kardiomyozyten. Die SERCA war in den vergangen Jahren 

Schwerpunkt intensiver Forschungsbemühungen (Linck et al. 1996; Kubo et al. 2001; Arai, 

Matsui, and Periasamy 1994). Hierbei zeigte sich fast durchweg eine Erniedrigung der SERCA2a 

auf mRNA-Level und meistens auch auf Proteinebene bei Menschen und Mäusen mit 

Herzinsuffizienz (Hovnanian 2007; Schwinger et al. 1995; Hasenfuss et al. 1994). 

Phospholamban zeigte sich dagegen in fast allen Studien nicht verändert, nur in einer konnte 

eine geringfügige Erniedrigung um 18 % festgestellt werden (Meyer et al. 1995). Die bereits 

häufig dokumentierte Reduktion von SERCA2a bei Herzinsuffizienz konnte auch in unserem 

Modell mit einer signifikanten Reduktion der SERCA2a-Expression in den Western Blots 

sowohl im Vorhof als auch im Ventrikel beobachtet werden. Interessanterweise konnte bei 

denselben Mäusen auf mRNA-Ebene keine signifikante Veränderung der SERCA2a festgestellt 

werden (s. Abbildung 21) (Parahuleva et al. 2020).  

Mäuse mit einer vermehrten Expression von SERCA2a zeigten ein beschleunigtes Ablaufen 

von Systole und Diastole (He et al. 1997). Die reduzierte Expression von SERCA2a verursachte 

eine erniedrigte Kontraktilität (Periasamy et al. 1999). JDP2- Mäuse zeigten eine reduzierte 

ventrikuläre Kontraktilität (Heger et al. 2018), zu der die reduzierte SERCA2a-Aktivität sehr 

wahrscheinlich beiträgt. 

Nicht nur wurde SERCA2a als eines der Schlüsselproteine im Calciumstoffwechsel eingehend 

im Labor an diversen Herzinsuffizienz-Modellen untersucht, mittlerweile ist bekannt, dass 

mehrere Medikamente, die in der Therapie der Herzinsuffizienz und des Vorhofflimmers 

etabliert sind, auch einer Verminderung der SERCA2a-Expression entgegenwirken; dazu 

zählen u. a. Losartan, Enalapril, Candesartan und Carvedilol (Soga et al. 2006; Guo, Chapman, 

and Dhalla 2003; Koitabashi et al. 2005). Seit einigen Jahren wird an einer Gentherapie für 

Patient*innen mit Herzinsuffizienz mit dem Ziel einer normalisierten SERCA2a-Expression 

gearbeitet (Tilemann et al. 2013). Hierbei zeigte sich eine Erholung der systolischen und 

diastolischen Pumpfunktion. Nach ersten erfolgversprechenden Resultaten in einer 2007 
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durchgeführten CUPID-Studie an Patient*innen in den USA konnte dieser Erfolg in der zweiten 

Phase der Studie laut den 2016 veröffentlichten Ergebnissen jedoch nicht reproduziert 

werden (Greenberg et al. 2016; Zsebo et al. 2014). Dies führten die Kolleg*innen auf eine 

vergleichsweise deutlich erniedrigte Konzentration der Vektor-DNA in Proben aus dem 

Herzgewebe von Patient*innen der LVAD-Studie im Vergleich zu den Patient*innen der ersten 

CUPID-Studie zurück (Lyon et al. 2020). Zwei weitere Studien wurden aufgrund der neutralen 

Ergebnisse abgebrochen (Hulot et al. 2017; Lyon et al. 2020).  

Auch beim Vorhofflimmern zeigte sich in mehreren Studien ein Zusammenhang zwischen 

einer erniedrigten atrialen SERCA2a-Expression und der Auftrittswahrscheinlichkeit der 

Rhythmusstörung. Auf zellulärer Ebene wird Vorhofflimmern meist durch DADs ausgelöst. 

Diese entstehen durch Veränderungen der Calciumhomoöstase, was zu spontanem 

Ausströmen von Calcium aus dem SR führt. Im Fall von paroxysmalem Vorhofflimmern sind 

diese Veränderungen auf eine erhöhte Calciumkonzentration im SR zurückzuführen, bei 

chronischem Vorhofflimmern sind eher Veränderungen des RyR verantwortlich (Heijman et 

al. 2015). Eine Überaktivität von SERCA2a führt zu einer erhöhten SR-Konzentration von 

Calcium, was das Auftreten von DADs begünstigt (Xie et al. 2012). Angesichts dieser Ergebnisse 

scheint das gemeinsame Auftreten von Herzinsuffizienz (mit verminderter SERCA2a-

Expression) und Vorhofflimmern (mitbegünstigt durch eine hohe SERCA2a-Aktivität) zunächst 

paradox. Allerdings kann auch eine verringerte SERCA-Expression mit einer erhöhten 

Arrhythmieneigung einhergehen. SERCA2a und sarkolemmale Ca2+-Transporter führen zu 

einem Absinken der intrazellulären Calciumkonzentration nach Auslösung der Kontraktion. 

Die Hauptarbeit wird hierbei durch die SERCA2a mittels Wiederaufnahme von Calcium in das 

SR geleistet, weshalb diese so elementar für die Wiederherstellung des Gleichgewichts ist 

(Negretti, O'Neill, and Eisner 1993; O'Neill et al. 2004). Voigt et al. zeigten, dass die SERCA2a 

im Rahmen des paroxysmalen Vorhofflimmerns, wie es auch in diesem Modell auftrat, zwar 

herunterreguliert, die SR-Konzentration von Calcium allerdings erhöht war, was zunächst 

paradox erscheint. Dies erklärten die Autor*innen allerdings mit einer PKA-gesteuerten 

Hyperphosphorylierung von Phospholamban und damit einer trotz erniedrigter Expression 

erhöhten Aktivität der SERCA2a (Voigt et al. 2014). Zu unserem Modell haben wir bisher keine 

Untersuchung zur Expression von Phospholamban und dessen Phosphorylierungstatus 

durchgeführt; dies wäre allerdings in der Zukunft ein wichtiger Forschungsansatz. Die 
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Wahrscheinlichkeit für DADs war ebenfalls signifikant bei Patient*innen mit paroxysmalem 

Vorhoffflimmern erhöht. Die Rate der durch spontane Freisetzungen von Calcium aus dem SR 

ausgelösten (SCaEs, abnormal spontaneous SR Ca2+-release events) 

Membrandepolarisierungen war ebenfalls signifikant erhöht, was auch die hohe 

Wahrscheinlichkeit von paroxysmalem Vorhofflimmern im Vergleich zur Kontrollgruppe 

erklärte. Zusammenfassend können je nach Erkrankung sowohl die vermehrte als auch die 

verminderte Expression von SERCA2a mit Arrhythmien einhergehen, was unterstreicht, wie 

wichtig die SERCA2a für eine normale Calciumhomöostase ist (Erkasap 2007). 

Interessant wäre eine Studie der klinischen Auswirkung von z. B. Carvedilol (das eine 

vermehrte Expression von SERCA2a bewirkt) auf die Kontraktilität der Vorhöfe und die 

Auftrittswahrscheinlichkeit von Rhythmusstörungen in JDP2-Mäusen. 

4.3.4 Leaky Ryanodin-Rezeptoren führen zu vermehrter Arrhythmieneigung und 

Herzinsuffizienz 

Das Ausströmen von Calcium aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum ist einer der wichtigsten 

Prozesse bei der Kopplung von Exzitation und Kontraktion. Dies geschieht über die RyR2 (Bers 

2008). Die Beeinflussung der Funktion der RyR2 erfolgt über verschiedene Mechanismen wie 

assoziierte Proteine, Ionen und Phosphorylierungen. 

Defekte im Ryanodin-Rezeptor sind seit Längerem für ihre Beteiligung an der Entwicklung von 

Herzinsuffizienz und Vorhofflimmern bekannt und diesbezüglich schon ausführlich untersucht 

worden (Dridi et al. 2020). Als „Ryanopathien“ werden Veränderungen des Kanals bezeichnet, 

die zu krankheitsrelevanten Funktionsstörungen mit Auswirkungen auf die 

Calciumhomöostase führen. Im Fokus der Forschung stehen im Zusammenhang mit kardialer 

Dysfunktion Lecks der Ryanodin-Rezeptoren. Stressbedingtes Remodelling führt u. a. aufgrund 

durch Hyperphosphorylierung des RyR2 und verringerte Bindung einer stabilisierenden 

Untereinheit (Calstabin-2) an den RyR2 zu einer erhöhten Öffnungswahrscheinlichkeit 

während der Diastole, wodurch Calcium vermehrt ausströmt (Belevych et al. 2013; Marks 

2023). Damit steht während der Systole weniger Calcium im SR zur Verfügung, was zu einem 

verzögerten Peak und langsameren Nachlassen des Calciumausstroms führt (Miotto et al. 

2024). Dies schwächt wiederum die systolische Kontraktionsstärke und trägt so zur 

verminderten Kontraktilität im Rahmen der Herzinsuffizienz bei. Die Lecks durch die erhöhte 

Öffnungswahrscheinlichkeit der RyR2 führen zudem zu einem vermehrten Auftreten von 
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DADs, die Arrhythmien begünstigen (Bers 2006; Belevych et al. 2013; Voigt et al. 2014). Eine 

Entkopplung des Kardiomyozyten vom Erregungsablauf im Myokard durch vorzeitige 

Depolarisierung ist ebenfalls ein Faktor, der zur verminderten Kontraktilität bei 

Herzinsuffizienz beiträgt (Belevych et al. 2013). Auch werden durch den vermehrten Ausstrom 

von Calcium aus dem SR, molekulare Signalwege, die zur Hypertrophie der Mykoardzelle 

führen, ausgelöst (van Oort, Respress, et al. 2010). Die Bedeutung der durch 

Hyperphosphorylierungen bedingte erhöhte Öffnungswahrscheinlichkeit der RyR2 für die 

Entwicklung und Progression von Herzinsuffizienz und Arrhythmien ist enorm, weshalb in den 

letzten Jahren hierzu auch diverse Studien veröffentlich wurden. Fan Xu et al. entwickelten zu 

diesem Zweck eine Technik, um den Calciumausstrom über das Leck in atrialen Myozyten 

besser zu quantifizieren, womit eine deutliche differenzierte Untersuchung in den beiden 

Entitäten Vorhof und Ventrikel möglich ist (Xu et al. 2024). Als „Rycals“ wird eine neue 

Medikamentengruppe bezeichnet, die Rezeptordefekten in den RyR1 und RyR2 

entgegenwirken soll (Thireau et al. 2011). Miotto et al. untersuchten den Effekt von Rycals auf 

die Öffnungswahrscheinlichkeit des RyR2. Diese konnten die Öffnungswahrscheinlichkeit der 

RyR2 und damit den Calciumausstrom über Lecks deutlich senken (Miotto et al. 2022; Miotto 

et al. 2024). Eine klinische Studie aus diesem Jahr zeigte einen Benefit für die Wirkung des 

Rycals ARM210 auf eine Ryanopathie des RyR1 beim Menschen (Todd et al. 2024). Es ist davon 

auszugehen, dass in der nahen Zukunft auch für Ryanopathien des RyR2 klinische Studien bei 

Patient*innen mit Rycals stattfinden werden, die bereits aktuell in Tiermodellen untersucht 

werden. 

Die AG um Prof. Euler untersuchte auch die mRNA-Expression des RyR2 im Vorhof (s. 

Abbildung 21) und stellte eine signifikante Erniedrigung um ca. 50 % fest. Die 

Proteinexpression zeigte in der Gruppe der JDP2-Mäuse im Atrium einen um etwa 20 % 

geringeren Mittelwert, dieser war jedoch statistisch nicht signifikant unterschiedlich zu den 

Wildtyp-Mäusen. Wie auch beim CaV1.2-Kanal sind hier auf mRNA-Ebene Veränderungen 

erkennbar, die bislang noch nicht auf Proteinebene beobachtet werden, zumindest im Vorhof. 

Im Ventrikel war allerdings eine signifikante Reduktion der Expression des RyR2 zu 

beobachten.  

Hasenfuss et al. (Hasenfuss et al. 1994) konnten in einem Western Blot-gestützten Vergleich 

der Expression diverser calciumregulierender Proteine im Ventrikel keine Unterschiede bei 
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der Expression des RyR2 zwischen insuffizienten und nicht insuffizienten humanen Herzen 

finden. Eine weitere Arbeit untersuchte die hämodynamischen Auswirkungen erniedrigter 

RyR2-Level durch heterozygote Knockout-Kaninchen und fand zwar auf zellulärer Ebene 

Veränderungen (wie z. B. eine verlangsamte Freisetzung von Calcium aus dem RyR2 bei den 

Knock-out-Tieren), allerdings ohne Auswirkung auf die Funktion des Herzens (Zheng et al. 

2022).  

Die Expressionslevel des RyR selbst spielen eine eher untergeordnete Rolle in der Diskussion 

über Ryanopathien, die sich v. a. auf die Phosphorylierung der RyR2 und deren Bedeutung für 

die erhöhte Aktivität der RyR2 konzentriert und große Kontroversen zwischen einigen 

Forschungsgruppen ausgelöst hat.  

Der RyR2 besitzt drei bekannte Serinreste, die durch Phosphorylierung modifiziert werden 

können. In der Literatur (Huke and Bers 2008) wird im Zusammenhang mit Remodelling im 

Rahmen der Herzinsuffizienz häufig die Rolle der Phosphorylierungsstelle Ser-2808 diskutiert. 

Auch die Phosphorylierungsstelle Ser-2814 ist bereits mehrfach in Verbindung mit 

Calciumlecks gebracht worden. Die dritte bekannte Phosphorylierungsstelle des RyR2 ist Ser-

2030. Den Phosphorylierungsstellen werden bestimmte Proteinkinasen (CaMKII für Ser-2814 

und PKA für Ser-2808 und Ser-2030) zugeordnet; es ist allerdings klar geworden, dass die 

Phosphorylierungen in der Regel nicht nur über jeweils eine dieser Kinasen ablaufen, sondern 

noch weitere Faktoren Einfluss nehmen (Huke and Bers 2008). 

Die Phosphorylierung von Ser-2808 zeigte sich in unserer Untersuchung um fast 60 % in der 

Gruppe der JDP2-Mäuse im Vorhof reduziert. Die Phosphorylierung wurde auf die Menge des 

jeweiligen Ryanodin-Rezeptors derselben Maus normiert, sodass die Ergebnisse nicht auf eine 

unterschiedliche Expression des RyR selbst zurückgeführt werden können. Im Ventrikel waren 

keine vergleichbaren Veränderungen feststellbar. Die im Vorhof aufgetretene 

Hypophosphorylierung an Ser2808 des RyR2 weicht von Ergebnissen in der Literatur ab, in der 

sich eine Hyperphosphorylierung im Vorhofgewebe bei Vorhofflimmern zeigt (Vest et al. 

2005). Ein Grund hierfür kann eine reduzierte PKA-Aktivität sein. Untersuchungen zu 

Veränderungen der Phosphorylierung des Ser-2808 bei Herzinsuffizienz im Ventrikel zeigten 

ebenfalls eine Hyperphosphorylierung der Phosphorylierungsstelle Ser-2808 (Marx et al. 

2000). 
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Die Rolle von Ser-2808 in Bezug auf die Verursachung einer erhöhten Calcium-Durchlässigkeit 

des RyR2 ist in der Literatur nicht unumstritten, im Gegenteil. In der ersten Veröffentlichung 

der Gruppe um Marks (Marx et al. 2000) zu einer PKA-vermittelten Hyperphosphorylierung 

des Ser-2808 (-2809 je nach Spezies) wurde eine dadurch ausgelöste Calstabin2-Dissoziation 

festgestellt, die mit einer erhöhten Sensitivität für eine durch Calcium ausgelöste Aktivierung 

des RyR2 einherging. Diese Ergebnisse konnten jedoch von einigen anderen Arbeitsgruppen 

nicht repliziert werden, bzw. die Resultate und die Interpretationen unterschieden sich 

zwischen den Arbeitsgruppen (Reiken et al. 2003; Bers 2006; Xiao et al. 2004; Zhang et al. 

2012; Obayashi et al. 2006; Houser 2014). Bers beurteilte die Relevanz der PKA-vermittelten 

Phosphorylierung des Ser-2808 des RyR2 für die erhöhte Calciumdurchlässigkeit bei 

Herzinsuffizienz als nicht signifikant (Bers 2014). 

Houser hinterfragte grundsätzlich die Rolle einer erhöhten Sensitivität und damit einer 

erhöhten Öffnungswahrscheinlichkeit durch Hyperphosphorylierung des Ser-2808 des RyR2 

im Rahmen der Herzinsuffizienz (Houser 2014). Er argumentierte hierbei, dass RyR „digitale“ 

Moleküle seien, die entweder geöffnet oder geschlossen seien. Durch den Einstrom von 

Calcium über die CaV1.2-Kanäle würden auch im gesunden Herz fast alle RyR rekrutiert 

werden, weshalb keine Steuerung der systolischen Kontraktilität über eine vermehrte oder 

verminderte Rekrutierung der RyR durch erhöhte Sensitivität stattfinden könnte. Nur die 

Menge an Calcium, die ausströmt, sei für die Kontraktionsstärke relevant.  

Nach den Messungen der AG Euler bestand eine Herzinsuffizienz der JDP2-Mäuse. Die 

Tatsache, dass wir bei festgestellter Herzinsuffizienz der JDP2-Mäuse in unserem Modell keine 

Hyperphosphorylierung, sondern eine Hypophosphorylierung der Phosphorylierungsstelle 

Ser2808 des RyR2 in den Vorhöfen, sowie keine signifikante Veränderung der 

Phosphorylierung dieser Stelle in den Ventrikeln feststellen konnten, würde der Beurteilung 

von Bers in puncto fehlender Relevanz entsprechen (Bers 2014). Allerdings muss an dieser 

Stelle auch darauf hingewiesen werden, dass keine Daten zu Calciumlecks der JDP2-Mäuse 

(und der Kontrollgruppe) vorliegen und somit zwar ausgehend von den in den letzten 

Jahrzehnten gewonnenen Erkenntnissen davon ausgegangen werden kann, dass auch hier 

RyR-Lecks am Remodelling im Rahmen der Veränderungen beteiligt sind, dies aber für unser 

Model aktuell nicht belegt werden kann. 
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Auch die Phosphorylierungsstelle Ser-2814 ist in den Fokus der Forschung gerückt (Respress 

et al. 2012). Die initialen Veröffentlichungen von Wehrens et al. aus der Arbeitsgruppe von 

Prof. Marks, die erneut auf großes Interesse stießen, schlossen zunächst eine relevante 

Beteiligung von einer CaMKII-vermittelten Hyperphosphorylierung an Ser-2814 aus, da dies 

zwar die Öffnungswahrscheinlichkeit des RyR2 erhöht, aber keine Dissoziation von Calstabin2 

vom Rezeptor verursacht (Wehrens and Marks 2004; Wehrens et al. 2004). Van Oort et al. 

untersuchten in ihrem Modell speziell den Einfluss einer dauerhaften Aktivierung der 

Phosphorylierungsstelle Ser-2814 durch CaMKII auf die bei Herzinsuffizienz häufig 

auftretenden ventrikulären Arrhythmien (van Oort, McCauley, et al. 2010). Diese sind bereits 

vor einiger Zeit mit sarkoplasmatischen Calciumlecks in Verbindung gebracht worden (Chelu 

and Wehrens 2007). Hierbei stellten sie fest, dass nur die Hyperphosphorylierung von Ser-

2814 ausreichte, um das Risiko für ventrikuläre Arrhythmien signifikant zu erhöhen. Sie fanden 

eine 50  ̶  100 %ige Erhöhung der Phosphorylierung an Ser-2814 im Vergleich zu den Wildtyp-

Mäusen. Auch Baier et al. stellten die hohe Bedeutung der Phosphorylierungsstelle Ser-2814 

fest. Durch adrenerge Stimulation kam es über die CaMKII zur Hyperphosyphorylierung am 

Ser-2814, wodurch ein ausgeprägtes Calciumleck durch eine veränderte 

Öffnungswahrscheinlichkeit des RyR2 provoziert wurde (Baier et al. 2021). Eine genetische 

Mutation, die eine Resistenz gegenüber Phosphorylierungen an dieser Stelle verursachte, 

führte zu keinem Calcium-Leck. 

In der vorliegenden Arbeit betrug in den Ventrikeln die Erhöhung der Phosphorylierung an 

Ser-2814 fast 90 %. Respress et al. zeigten u. a., dass Mäuse, bei denen eine TAC-Prozedur 

durchgeführt wurde, Hyperphosphorylierungen an Ser-2814, nicht aber an Ser-2808 hatten 

(Respress et al. 2012). Eine verringerte CaMKII-Aktivität ging zudem mit signifikant niedrigeren 

Calciumlecks einher. Weiterhin untersuchte die Gruppe Mäuse mit einem Knock-out der 

Phosphorylierungsstelle Ser-2814 und löste bei diesen durch Ligatur eines Herzkranzgefäßes 

(Ramus interventricularis anterior) eine Ischämie aus. Das kardiologische Outcome 

unterschied sich nicht von dem der Kontrollgruppe. In den Western Blot-Kontrollen der 

Gruppen zeigte sich hierbei wie erwartet keine Phosphorylierung der Knockout-Mäuse und 

eine deutlich herabgesetzte Phosphorylierung der Kontrollgruppe. Die AG schloss hieraus, 

dass es keinen Benefit einer pharmazeutischen Herabregulierung der Phosphorylierung an 

Ser-2814 zur Prävention einer postischämischen Herzinsuffizienz gibt. Eine 
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Hyperphosphorylierung fand nur in Mäusen mit einer dilatativen Kardiomyopathie statt, nicht 

jedoch bei einer ischämischen Kardiomyopathie. Da es sich bei JDP2-Mäusen auch um eine 

nicht ischämisch bedingte Dilatation handelt, sind die Ergebnisse daher im Einklang mit den 

publizierten Ergebnissen. 

Die Phosphorylierungsstelle Ser-2814 ist im Rahmen der veränderten 

Öffnungswahrscheinlichkeiten des RyR und damit der Calciumlecks von großer Bedeutung. Sie 

trägt wesentlich zur Entstehung der Calciumlecks bei und ist damit auch von großem Interesse 

als Therapieziel für eine pharmakologische Beeinflussung (Baier et al. 2021).  

4.3.5 Reduzierte Expression von Connexin40 als mögliche Ursache für Arrhythmien und 

gestörte Erregungsweiterleitungen 

Elementar für die Weiterleitung von Signalen von Myokardzelle zu Myokardzelle sind die Gap 

junctions, die von Connexinen gebildet werden. Beeinträchtigungen der Gap junctions, 

beispielsweise durch Mutationen, führen zu schweren Störungen der Herzfunktion (Wilkins 

1998). In Versuchen mit Connexin40-Knock-out-Mäusen zeigten sich u. a. Verlängerungen des 

PQ-Intervalls, eine reduzierter Geschwindigkeit der Erregungsausbreitung im Vorhof und 

atriale Tachyarrhythmien (Kirchhoff et al. 1998; Simon, Goodenough, and Paul 1998). Durch 

die Tachykardie und damit ein verringertes Herzzeitvolumen kommt es durch die 

bidirektionale Beeinflussung von Vorhöfen und Ventrikeln auch zu Auswirkungen der 

Arrhythmie auf den Ventrikel. 

Im Vorhof dominiert vor allem die Isoform Connexin40, während die Gap junctions im 

Ventrikelmyokard hauptsächlich durch Connexin43 gebildet werden (Severs 2002). Die 

biophysikalischen Eigenschaften einer Gap junction verändern sich, je nachdem, aus welchen 

Connexinen sie gebildet wird (Bruzzone, White, and Paul 1996). Connexin40 ist eines der 

wenigen an der elektrischen Erregung der Kardiomyozyten beteiligten Proteine, dessen 

Expression in JDP2-Mäusen bereits untersucht wurde. Kehat et al. stellten hierbei eine 

signifikante Erniedrigung von Connexin40 in der Gruppe der JDP2-Mäuse in ihren Western 

Blot-Untersuchungen im Vorhofgewebe fest (Kehat et al. 2006). Eine Immunfluoreszenz-

Untersuchung bestätigte diese Ergebnisse. Weiterhin wurden von dieser Arbeitsgruppe nicht 

nur die Myokardzellen, sondern auch Zellen des angrenzenden Endothels mittels 

Immunfluoreszenz untersucht: Diese zeigten keine erniedrigte Connexin40-Expression, 
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weshalb die verringerte Connexin40-Expression im Vorhofmyokard als direkte Folge der JDP2-

Überexpression gewertet wurde. 

In den Untersuchungen zur mRNA-Expression der AG Euler (s. Abbildung 21) fand sich eine um 

ca. 70 % reduzierte Expression von Connexin40. Die Western Blot-Untersuchungen konnten 

dieses Ergebnis bestätigen und fanden im Atrium und im Ventrikel ebenfalls deutliche 

Reduktionen der Expression auf Proteinebene. Ein signifikanter Anteil der in dieser Arbeit 

untersuchten JDP2-Mäuse wies 4 bis 5 Wochen nach Beginn der Überexpression paroxysmales 

Vorhofflimmern auf (s. Abbildung 22). Bereits nach 2 Wochen konnte bei den Mäusen 

vergrößerte P-Wellen als Zeichen einer verlängerten Errergungsweiterleitung durch 

Vorhofhypertrophie festgestellt werden. Dies begünstigt Reentry-Mechanismen und damit 

die Entstehung und Aufrechterhaltung von Vorhofflimmern. Durch die ebenfalls gestörte 

atrioventrikuläre Erregungsweiterleitung traten bei den JDP2-Mäusen ab der zweiten Woche 

Verlängerungen der PQ-Zeit und später AV-Blöcke 1. und 2. Grades auf. Das Auftreten von 

atrioventrikulären Blöcken ist eng mit dem Auftreten von Vorhofflimmern assoziiert - so 

haben Patienten mit einem AV-Block 2. Grades bereits ein um das fast 16-Fache erhöhte Risiko 

für Vorhofflimmern (Zhao et al. 2019). 

Auch der QRS-Komplex der JDP2-Mäuse war verbreitert, was bei der festgestellten deutlich 

reduzierten ventrikulären Expression von Connexin40 auch hier als Störung der 

Erregungsleitung im Rahmen des elektrischen Remodellings der Ventrikel erklärt werden 

kann.  

Remodelling von Connexinen trägt zu Vorhofflimmern bei (Jennings and Donahue 2013). 

Daher liegt die Vermutung nahe, dass Veränderungen der Connexin40-Expression zu den 

beobachteten Arrhythmien beigetragen haben.  
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Abbildung 22: Paroxysmales Vorhofflimmern in fünf Wochen alten JDP2-Mäusen. Übernommen aus (Parahuleva 
et al. 2020). 

4.4 Conclusio 

Diese Arbeit untersuchte Veränderungen einiger wichtiger an der Calciumhomöostase im 

Myokard beteiligten Proteine sowie Unterschiede und Gemeinsamkeiten der Expression in 

Vorhof und Ventrikel in JDP2-Mäusen.  

Sowohl atrial als auch ventrikulär veränderten sich die Expressionsmuster der untersuchten 

Proteine mit teilweise deutlichem Unterschied zu der entsprechenden atrialen mRNA-

Expression des jeweiligen Proteins. Signifikant reduziert zeigten sich in der atrialen mRNA der 

CaV1.2-Kanal und der RyR2, die zwar auf Proteinebene vermindert exprimiert wurde, dies 

allerdings ohne statistische Signifikanz. Andersherum verhält es sich bei der SERCA2a im 

Vorhof. Hier konnte in der mRNA zwar eine leichte Reduktion ohne statistische Signifikanz 

festgestellt werden, in den Western Blots war diese jedoch um 40% reduziert. Connexin40 war 

dagegen im Vorhof sowohl in der Expression seiner mRNA als auf Proteinebene deutlich 

erniedrigt. 

Der Vergleich von Veränderungen des Vorhofmyokards zum Ventrikel ergab sowohl 

Gemeinsamkeiten, allerdings auch einige Unterschiede. So waren der RyR2 und der CaV1.2-

Kanal, die bereits im Vorhof etwas erniedrigt waren, deutlich reduziert im Ventrikelmyokard. 

Die SERCA2a und Connexin40 zeigten sich konsistent sowohl im Vorhof als auch im Ventrikel 
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erniedrigt. Die Phosphorylierungsstellen des RyR2, die eine wichtige Rolle bei der 

Öffnungswahrscheinlichkeit von diesem spielen, zeigte sich bei Ser-2808 im Vorhof eine 

Erniedrigung, die im Ventrikel nicht sichtbar war. Ser-2814 war im Ventrikel deutlich 

hyperphosphoryliert, was auf eine in der Literatur beschriebenen erhöhte 

Öffnungswahrscheinlichkeit der RyR2 im Rahmen der Herzinsuffizienz und des 

Vorhofflimmerns hindeutet. 

Der kardiale Phänotyp war besonders an den Vorhöfen durch die massive, biatriale Dilatation 

verändert. Der Einfluss der bidirektionalen Beeinflussung von Ventrikel und Vorhof spiegelt 

sich in den veränderten Expressionen wider, die im Rahmen des Remodellings sowohl im 

Vorhof als auch im Ventrikel auftraten. Interessant waren auch die Unterschiede zwischen 

Vorhof und Ventrikel- Veränderungen, die im Vorhof auftraten, traten nicht unbedingt im 

Ventrikel auf und vice versa. In dieser Arbeit konnten so erstmalig die Auswirkungen des 

Remodellings bei JDP2-Mäusen bis auf Proteinebene gezeigt werden. Diese stellten die 

zelluläre Grundlage für die ebenfalls in der AG Euler erfassten funktionellen Veränderungen 

dieses Modells dar. So verursachen Hyperphoryphorylierungen am RyR2 eine erhöhte 

Öffnungswahrscheinlichkeit des Kanals und durch das so entstehende Calciumleck eine 

verminderte Kontraktilität und erhöhte arrhythmogene Neigung. Auch die Erniedrigung von 

SERCA2a ist wahrscheinlich an der in diesem Modell beobachteten verminderten 

Kontraktilität beteiligt. Die Auswirkungen von verringerter Connexin40-Expression auf die 

Erregungsleitung und damit einhergehender erhöhter arrhythmogener Neigung spielt 

vermutlich eine große Rolle bei der Entstehung des beobachteten paroxysmalen 

Vorhofflimmerns der JDP2-Mäuse. 

Die von der Arbeitsgruppe Euler gemessenen Veränderungen der mRNA zeigten 

Veränderungen der an der Calciumhomöostase im Myokard beteiligten Proteine. Die konnten 

jedoch nur teilweise auf Proteinebene bestätigt werden. Dies deutet auf einen erheblichen 

Einfluss translationaler Modifikationen hin und bestärkt auch die Notwendigkeit des Abgleichs 

von mRNA-Daten mit der tatsächlichen Proteinexpressionen. Interessant wäre in diesem 

Zusammenhang eine weiterführende Untersuchung, ob sich die in den mRNA-Auswertungen 

festgestellten Veränderungen (die nicht auf Proteinebene erkennbar waren), bei JDP2-

Mäusen, die über mehr als fünf Wochen JDP2 überexprimierten, sich dann in einer 

veränderten Expression der Proteine zeigen.  
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5 Zusammenfassung 

5.1 Deutsch 

Herzinsuffizienz und Arrhythmien, wie Vorhofflimmern, sind lebensbedrohliche und weit 

verbreitete Erkrankungen mit zunehmender Prävalenz als Folge des erzielten Anstiegs der 

durchschnittlichen Lebenserwartung durch Verbesserung und Erweiterung der 

Therapieoptionen. Sie gehen mit einer hochgradigen Einschränkung der Lebensqualität 

einher. Die molekularen Mechanismen, die diesen Erkrankungen zugrunde liegen, sind 

elementar für das Verständnis und letztendlich die Identifikation von therapeutischen 

Angriffspunkten. Calciumregulierende Proteine spielen eine tragende Rolle für die Funktion 

des Myokards und sind in vielen Modellen, die Herzinsuffizienz und Arrhythmien untersuchen, 

verändert. Mittlerweile haben sich auch medikamentöse Therapien mit Wirkstoffen etabliert, 

die auf die calciumregulierenden Proteine zielen. 

Der Transkriptionsfaktor Jun Dimerization Protein 2 (JDP2) stellte sich in Studien zum Verlauf 

von Patient*innen nach Erleiden eines Myokardinfarkts als prognostisch wertvoller Marker für 

die Entwicklung einer Herzinsuffizienz heraus. Weitere Studien zeigten kardiale 

Veränderungen, die durch eine Unter- oder Überexpression dieses Proteins hervorgerufen 

wurden. In dem hier untersuchten Maus-Modell führte die Überexpression von JDP2 über fünf 

Wochen zu einer massiven, biatrialen Dilatation, Herzinsuffizienz und paroxysmalem 

Vorhofflimmern.  Um zu untersuchen, ob Veränderungen der Calciumhomöostase zur 

Entwicklung der Herzinsuffizienz und des Vorhofflimmerns beigetragen haben könnten, 

wurde mittels Western Blots die Expression und Phosphorylierung wichtiger 

calciumregulierender Proteine im Vorhof- und Ventrikelmyokard bestimmt. Die folgenden 

Proteine wurden untersucht: CaV1.2, Calsequestrin, SERCA2a, RyR 2 und das Gap junction-

Protein Connexin40. 

Über den CaV1.2-Calciumkanal strömt während des Aktionspotentials Calcium in die 

Myokardzelle ein und löst so die Kaskade der elektromechanischen Koppelung aus. Die 

Expression des Kanals im Vorhof war zwar reduziert, dies war allerdings statistisch nicht 

signifikant. Im Ventrikelmyokard war die Expression signifikant um ca. 60% reduziert. 

Calsequestrin ist ein calciumbindendes Protein, das im SR Calcium für den Ausstrom in das 

Cytosol während des Ablaufs der elektromechanischen Koppelung bereitstellt. Weder im 

Vorhof noch im Ventrikel war eine signifikante Veränderung nachweisbar. SERCA2a ist eine 
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Calcium-ATPase, die Calcium aus dem Cytosol in das SR pumpt. Sie ist seit Jahren auch als 

mögliches therapeutisches Angriffsziel im Fokus der Forschung. Sowohl im Vorhof- als auch 

im Ventrikelmyokard zeigte sich eine signifikante Reduzierung der SERCA2a-Expression um ca. 

40%. Der Ryanodin-Rezeptor Typ 2 (RyR2) und seine Phosphorylierungsstellen (Ser-2808 und 

Ser-2814) wurden ebenso untersucht. Dieser Kanal ist für den Ausstrom von Calcium aus dem 

SR in das Cytosol verantwortlich. Während im Vorhofmyokard die Expression zwar reduziert, 

dies allerdings nicht statistisch signifikant war, konnte im Ventrikelmyokard eine deutliche 

Reduktion der Expression um ca. 50% nachgewiesen werden. Für die Phosphorylierungsstellen 

konnte im Vorhof für Ser-2808 eine Hypophosphorylierung um ca. 60% gezeigt werden. Im 

Ventrikelmyokard war dafür das Ser-2814 deutlich hyperphosphoryliert (ca. 90%). Die 

Expression des für die Weiterleitung des Aktionspotentials durch Gap Junctions essenziellen 

Proteins Connexin40 war deutlich reduziert. Wir stellten eine Reduktion der Expression um 

ca. 70% im Vorhof- sowie um ca. 40% im Ventrikelmyokard fest. 

Die Reduktion der Expression von CaV1.2, SERCA2a und RyR2 im Ventrikel kann zu einem 

verringerten Calcium-Transienten führen und so vermutlich zur Herzinsuffizienz beigetragen 

haben. Die beobachtete Arrhythmieneigung der JDP2-Mäuse kann unter anderem durch die 

verringerte Expression von Connexin40 im Vorhof bedingt sein. Auch im Vorhof könnte es 

durch die verminderte Expression von SERCA2a und der Hypophosphorylierung der 

Phosphorylierungsstelle Ser-2808 des RyR2 zu einem verminderten Calcium-Transienten und 

dadurch zu einer Einschränkung der Kontraktilität gekommen sein. 

Sowohl im Vorhof- als auch im Ventrikelmyokard der JDP2-Mäuse konnte so ein Remodelling 

der calciumregulierenden Proteine beobachtet werden, allerdings unterschied sich dieses für 

Vorhof und Ventrikel. Die Überexpression von JDP2 führte zu paroxysmalem Vorhofflimmern 

und Herzinsuffizienz. Die Veränderungen der calciumregulierenden Proteine und auch des 

Phosphorylierungsstatus im Rahmen des Remodellings tragen zu diesen Veränderungen bei 

und bieten somit mögliche neue Therapieziele zur Behandlung von paroxysmalem 

Vorhofflimmern und Herzinsuffizienz. 
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5.2 English 

Heart failure and arrhythmias, such as atrial fibrillation, are life-threatening and widespread 

conditions with increasing prevalence due to the rise in average life expectancy brought about 

by improvements and expansions in therapeutic options. They are associated with a significant 

reduction in quality of life. 

The molecular mechanisms underlying these conditions are crucial for understanding and 

ultimately identifying therapeutic targets. Calcium-regulating proteins play a key role in 

myocardial function and are altered in many models studying heart failure and arrhythmias. 

Medication therapies targeting calcium-regulating proteins have become widely established.  

The transcription factor Jun Dimerization Protein 2 (JDP2) has been identified as a prognostic 

marker for the development of heart failure in patients after suffering a myocardial infarction. 

Further studies showed cardiac changes caused by under- or overexpression of this protein. 

In the mouse model studied here, the overexpression of JDP2 for five weeks led to massive, 

biatrial dilation, heart failure, and paroxysmal atrial fibrillation. To figure out whether changes 

in calcium homeostasis may have contributed to the development of heart failure and atrial 

fibrillation, the expression and phosphorylation of key calcium-regulating proteins in atrial and 

ventricular myocardium were assessed using the Westen Blot method. The following proteins 

were examined: CaV1.2, Calsequestrin, SERCA2a, RyR2, and the gap junction protein 

Connexin40. 

Through the CaV1.2 calcium channel, calcium enters the myocardial cell during the action 

potential, thereby triggering the cascade of electro-mechanical coupling. Although expression 

of this channel in the atrium was reduced, this change was not statistically significant. In the 

ventricular myocardium, expression was significantly reduced by about 60%. Calsequestrin is 

a calcium-binding protein that provides calcium for release into the cytosol during electro-

mechanical coupling in the sarcoplasmic reticulum (SR). No significant changes were detected 

in either the atrium or the ventricle. SERCA2a is a calcium-ATPase that pumps calcium from 

the cytosol into the SR. It has long been a potential therapeutic target in research. Both atrial 

and ventricular myocardium showed a significant reduction in SERCA2a expression by about 

40%. The Ryanodine Receptor Type 2 (RyR2) and its phosphorylation sites (Ser-2808 and Ser-

2814) were also investigated. This channel is responsible for calcium release from the SR into 

the cytosol. While the expression in the atrial myocardium was reduced, this change was not 
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statistically significant, but a significant reduction of about 50% was observed in the 

ventricular myocardium. For the phosphorylation sites, hypophosphorylation of Ser-2808 by 

approximately 60% was detected in the atrium. In the ventricular myocardium, Ser-2814 was 

notably hyperphosphorylated (about 90%). The expression of Connexin40, an essential 

protein for action potential conduction through gap junctions, was significantly reduced. A 

reduction of about 70% was observed in the atrium and about 40% in the ventricular 

myocardium.  

The reduction in expression of CaV1.2, SERCA2a, and RyR2 in the ventricle may have led to a 

reduced calcium transient and likely contributed to heart failure. The observed arrhythmic 

tendency in the JDP2 mice may, at least partially, be caused by the reduced expression of 

Connexin40 in the atrium. In the atrium, the reduced expression of SERCA2a and the 

hypophosphorylation of Ser-2809 (RyR2) could have led to a diminished calcium transient, 

thereby limiting contractility. 

Both atrial and ventricular myocardium in the JDP2 mice exhibited remodeling of the calcium-

regulating proteins, though this remodeling differed between the atrium and the ventricle. 

The overexpression of JDP2 led to paroxysmal atrial fibrillation and heart failure. The changes 

in calcium-regulating proteins and phosphorylation status during remodeling contribute to 

these changes and thus provide potential new therapeutic targets for the treatment of 

paroxysmal atrial fibrillation and heart failure. 
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