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Referat 

Interzelluläre Kommunikation stellt die Basis für eine intakte Funktion von Geweben und 

Organen dar. Gap Junctions sind polymere Strukturen aus 12 Connexinen, jeweils 6 

Connexine bilden einen Hemikanal. Ein funktionsfähiger Kanal entsteht durch das Andocken 

zweier Hemikanäle benachbarter Zellen. Gap Junctions sind maßgeblich an der direkten Zell-

zu-Zell Kopplung beteiligt.  

Im Rahmen kardialer Erkrankungen kommt es häufig zum Auftreten von Arrhythmien, diese 

sind durch die Alteration von Gap Junctions zumindest teilweise mitbedingt. Die hier 

vorgestellte Arbeit untersucht den Einfluss von Angiotensin II auf kardiale Gap Junctions an 

neonatalen Rattenkardiomyozyten. 

Nach 24 stündiger Inkubation mit Angiotensin II kommt es zum signifikanten Anstieg der 

Expression von Conexin 43, Connexin 40 wird nicht durch Stimulation mit Angiotensin II 

beeinflusst. Des Weiteren findet sich ein erhöhter Phosphorylierungsgrad von Connexin 43. 

Die genannten Effekte sind durch Losartan, einen AT1-Rezeptor-Antagonisten blockierbar. 

Die Endothelin-Rezeptorblockade bleibt ohne Auswirkungen, das bedeutet, eine durch 

Angiotensin II ausgelöste gesteigerte Endothelin-Produktion ist nicht für die vermehrte 

Expression und Phosphorylierung von Connexin 43 verantwortlich. Die intrazelluläre 

Signaltransduktion beinhaltet MAP-Kinasen als second messenger. Sowohl die Inhibierung 

der MEK, als auch der p 38 Proteinkinase führt zum Rückgang der Angiotensin II 

vermittelten Wirkungen. Die funktionelle Relevanz zeigt sich in den Untersuchungen des 

Double Cell Patch Clamp Verfahrens. Nach 24 stündiger Inkubation der Zellen mit 

Angiotensin II kann ein signifikant erhöhter Gap Junction Leitwert gemessen werden, was 

einer erhöhten Leitfähigkeit und damit Kopplung der Zellen entspricht. Die Aussagen lassen 

sich durch immunfluoreszenzmikroskopische Bilder morphologisch untermauern. 

 

 

 

Noack, Berit: Beeinflussung kardialer Gap Junctions durch Angiotensin II, Halle, Univ., Med. 
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1 Einleitung 

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) mit seinem Effektorpeptid 

Angiotensin II repräsentiert eines der phylogenetisch ältesten Hormonsysteme. Seit der 

Entdeckung von Renin durch Tigerstedt und Bergman vor mehr als 100 Jahren ist das 

Renin-Angiotensin-Aldosteron-System Ziel intensiver Forschung. Viele Entdeckungen 

trugen seither zum besseren Verständnis des RAAS bei. 

Ausgangspunkt der enzymatisch gesteuerten Kaskade ist das α2-Globulin 

Angiotensinogen, welches überwiegend in der Leber synthetisiert und in den 

Blutkreislauf abgegeben wird. Renin, eine Protease, die in den juxtaglomerulären Zellen 

der Niere gebildet wird, wandelt Angiotensinogen in das biologisch noch inaktive 

Angiotensin I um. Im Plasma und in den verschiedenen Geweben wird schließlich 

Angiotensin I durch das angiotensin converting enzym (ACE) zu dem biologisch 

aktiven Oktapeptid Angiotensin II umgewandelt. 

 

Angiotensin II ist einer der wichtigsten Mediatoren des Körpers für 

Blutdruckregulation, Aldosteronausschüttung und Natriumreabsorption. Neben diesen 

„klassischen“ Angiotensin II vermittelten Effekten rücken Erkenntnisse über die 

Bedeutung des RAAS im Hinblick auf die Pathogenese kardiovaskulärer Erkrankungen 

immer mehr in den Blickpunkt und ändern die traditionelle Sicht auf die Rolle des 

Angiotensin II. Mittlerweile ist generell akzeptiert, dass Angiotensin II an der 

Regulierung der Expression unter anderem von Wachstumsfaktoren [Huckle und Earp 

1994; Rosendorff 1996], Zytokinen [Jesmin et al. 2003] und Chemokinen [Sadoshima 

2000] von Zellen beteiligt ist und somit Vorgänge wie Wachstum und Apoptose 

[Matsubara 1998; Izumiya et al. 2003], Fibrose und Inflammation [Kataoka et al. 2002] 

mit steuert [Hsueh et al. 1995; Booz und Baker 1996; Ruiz-Ortega et al. 2003]. 

 

Studien der vergangenen Jahre belegen, dass Angiotensin II ein potenter 

proinflammatorischer Wirkstoff ist [Ruiz-Ortega et al. 2001]. Angiotensin II moduliert 

die Antworten von Immun- und Entzündungszellen wie Chemotaxis, Proliferation und 

die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen [Ruiz-Ortega et al. 2001]. Die 

Präsenz einer inflammatorischen Reaktion in arteriellen Gefäßwänden wird in 

Zusammenhang mit Gefäßerkrankungen einschließlich Atherosklerose und arterieller 

Hypertonie beschrieben [Ross 1999]. Angiotensin II ist an dieser inflammatorischen 

Antwort durch die Freisetzung verschiedener proinflammatorisch wirksamer 
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Mediatoren wie Adhäsionsmolekülen, Chemokinen und Zytokinen beteiligt. 

Angiotensin II induziert die Adhäsion von Monozyten und neutrophilen Granulozyten 

am Endothel [Ruiz-Ortega et al. 2001] durch die Produktion von P-Selectin, 

Interzellulären Adhäsionsmolekül Typ 1 (ICAM-1) und Vaskulären Adhäsionsmolekül 

Typ 1 (VCAM-1) in Gefäßendothelzellen und Zellen der glatten Muskulatur in vivo und 

in vitro [Tayeh und Scicli 1998; Pastore et al. 1999; Tummala et al. 1999; Piqueras et al. 

2000]. Hypertensive Patienten präsentieren erhöhte Serum Level von 

Adhäsionsmolekülen [Ruiz-Ortega et al. 2001]. Endotheliale Dysfunktion ist 

charakterisiert durch vermehrte Adhäsion von zirkulierenden Monozyten. Es wird die 

Expression der gleichen Adhäsionsmoleküle beobachtet wie nach Stimulation mit 

Angiotensin II. Im Tierversuch verursacht Angiotensin II endotheliale Dysfunktion, 

messbar durch verschlechterte Vasodilatation nach Behandlung mit Acetylcholin 

[Rajagopalan et al. 1996]. ACE- Hemmer verringern die endotheliale Dysfunktion bei 

Patienten mit koronarer Herzerkrankung [Mancini et al. 1996]. Es ist daher 

anzunehmen, dass Angiotensin II über den Mechanismus der endothelialen Dysfunktion 

die Entstehung von Atherosklerose fördert.  

Der vorteilhafte Effekt von ACE-Hemmern und AT1- Rezeptor Blockern bei 

Herzinsuffizienz und nach Myokardinfarkt ist zumindest teilweise unabhängig von der 

Blutdrucksenkung zu sehen. Es entstand die These, dass Angiotensin II nicht nur in der 

Zirkulation, sondern auch lokal im Herzgewebe gebildet wird. Es folgten Studien, die 

die kardiale Angiotensin II- Bildung untersuchten. Diese nutzten Infusionen von 

radioaktiv markiertem Angiotensin II, um aus dem Plasma aufgenommenes von lokal 

synthetisiertem Angiotensin II differenzieren zu können. Es zeigte sich, dass 

Angiotensin II im Herz tatsächlich zu großen Teilen lokal generiert wird, sowohl unter 

physiologischen, als auch unter pathophysiologischen Bedingungen [van Kats et al. 

2000; Jan Danser und Saris 2002]. 

 

Frühere Untersuchungen demonstrierten bereits, dass Angiotensin II ein 

Wachstumsfaktor ist, welcher Hyperplasie oder Hypertrophie in Abhängigkeit vom 

Zelltyp und der Balance der verschiedenen Wachstumsfaktoren induziert [Egido 1996]. 

In Endothelzellen induziert Angiotensin II Apoptose. Dies könnte Einfluss auf die 

Anlagerung von Thrombozyten und Entzündungszellen haben und somit einen weiteren 

potentiellen Mechanismus für die Entstehung von Atherosklerose darstellen [Dimmeler 

et al. 1997]. In vivo bewirkten Infusionen von Angiotensin II Zellproliferation, 
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Apoptose oder die gesteigerte Bildung von Extrazellulärsubstanz [Kim und Iwao 2000]. 

Es wurde beobachtet, dass Parathyroid- Hormon verwandtes Protein (PTHrP), ein 

mitogener und vasodilatatorisch wirksamer Mediator, vermehrt in mit Angiotensin II 

infundierten Ratten in der Aorta und den Nieren gebildet wird, was in Zusammenhang 

mit Zellproliferation und Fibrose steht [Lorenzo et al. 2002]. Angiotensin II moduliert 

die Synthese sowie den Abbau von Extrazellulärmatrix [Mezzano et al. 2001]. Die 

durch Angiotensin II vermittelte Produktion von Extrazellulärsubstanz wird 

hauptsächlich über transforming growth factor ß (TGF ß) induziert [Mezzano et al. 

2001]. Ebenso wurden andere Mediatoren der Angiotensin II induzierten Fibrose 

beschrieben. So auch der connective tissue growth factor (CTGF), ein profibrinogen 

wirksames Zytokin, welches bei der TGF ß vermittelten Fibrose eine Rolle spielt [Gupta 

et al. 2000]. CTGF wird in atherosklerotischen Plaques beim Menschen überexprimiert 

[Oemar et al. 1997]. Es wurde beobachtet, dass bei Angiotensin II induzierter 

Hypertonie die CTGF Produktion in der Aorta erhöht ist. Zusammengenommen scheint 

CTGF ein Mediator fibrinogener Effekte von Angiotensin II zu sein [Ruiz-Ortega et al. 

2001]. 

Die Akkumulation von Extrazellulärsubstanz ist erklärbar durch eine gesteigerte 

Synthese sowie durch einen verminderten Abbau. Ein Prozess, der durch Proteasen- 

Inhibitoren verursacht wird. Metalloproteinasen können eine Vielzahl von Proteinen der 

extrazellulären Matrix abbauen. Angiotensin II erhöht die Produktion von 

Metalloproteinasen [Kim und Iwao 2000]. Dieser Weg, also der vermehrte Abbau von 

Extrazellulärmatrix durch Metalloproteinasen, ist ein kritisches Ereignis, welches zur 

Schwächung der Gefäßwand führt. Das Renin-Angiotensin-System ist außerdem 

verbunden mit der Aktivität von Plasminogen-Aktivator-Inhibitor Typ 1. Dadurch 

fördert es sowohl Thrombose als auch Fibrose [Ruiz-Ortega et al. 2001]. 

 

Das Oktapeptid Angiotensin II entfaltet seine beschriebenen vielfältigen Wirkungen 

über verschiedenen Rezeptor-Subtypen. Zwei Hauptrezeptoren wurden bisher 

charakterisiert, der Angiotensin-Typ1(AT1)- und der Angiotensin-Typ2(AT2)- Rezeptor. 

Diese sind sehr heterogen in peripheren Geweben sowie im Gehirn verteilt [Obermuller 

et al. 1991; Tsutsumi und Saavedra 1991; Timmermans et al. 1992; Matsubara et al. 

1998]. Der AT1- Rezeptor spielt im kardiovaskulären System die Hauptrolle, über ihn 

werden die weithin bekannten Angiotensin II- Wirkungen wie Vasokonstriktion [Carey 

et al. 2000], Produktion von Wachstumsfaktoren, Hypertrophie der glatten Muskulatur 
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und der Kardiomyozyten sowie Proliferationsreize vermittelt [Nakamura et al. 1999]. 

Der AT2- Rezeptor hingegen scheint eine große Bedeutung während der fetalen 

Entwicklung zu besitzen, wobei er möglicherweise entscheidend an 

Gewebedifferenzierungen beteiligt ist. Unter pathophysiologischen Bedingungen wie 

Herzinsuffizienz, Gefäßverletzungen sowie nach Herzinfarkten sind modulierende 

Wirkungen beschrieben bis hin zur Auslösung von Apoptose [Ishida und Fukamizu 

1999], dabei wird ein enges Zusammenwirken mit dem AT1-Rezeptor vermutet, jedoch 

ist diese Frage noch nicht abschließend geklärt[Nakamura et al. 1999]. 

In Nagetieren, jedoch nicht beim Menschen, existiert der AT1-Rezeptor in 2 Isoformen, 

dem AT1a-und dem AT1b-Rezeptor [Kakar et al. 1992; Sandberg et al. 1992]. Im 

kardiovaskulären System ist der AT1a-Rezeptor hauptsächlich an der Regulierung des 

Blutdrucks sowie als potenter Wachstumsstimulator beteiligt, wohingegen der AT1b-

Rezeptor den Gefäßtonus in Abwesenheit des AT1a-Rezeptors beeinflusst [De Mello 

und Danser 2000].  

Die Angiotensin-Rezeptoren gehören zur Familie der G-Protein gekoppelten 

Rezeptoren mit sieben transmembranären Domänen [Unger et al. 1996; Davie et al. 

2001], dessen ungeachtet gibt es sehr verschiedene intrazelluläre 

Signaltransduktionswege. 

Die Bindung von Angiotensin II am AT1-Rezeptor führt zur Aktivierung einer 

„klassischen“ G-Protein-Kaskade mit G q/11-Stimulation und nachfolgend Phospholipase 

C-, PLD- und PLA2-Stimulation [Sim und Lim 1998; Touyz und Schiffrin 2000; De 

Gasparo 2002]. Die Aktivierung der Phospholipase C führt zur Hydrolyse von 

Phosphatidylinositol 4,5 Bisphiosphat (PIP2) zu Inositoltriphosphat (IP3) und 

Diacylglycerol [Adams und Brown 2001]. IP3 ruft eine Erhöhung des intrazellulären 

Calciums hervor, was seinerseits zu einer erhöhten Aktivität der Proteinkinase C führt 

[Balla et al. 1998]. Die durch PLD und PLA2 initiierte Kaskade endet in der Bildung 

von Fettsäuren, welche die Vorstufen zur Synthese von Leukotrienen und 

Prostaglandinen darstellen [Lucius et al. 1999]. Im Weiteren zeigen frühere 

Nachforschungen zusätzliche Signaltransduktionswege, welche zum einen ras/raf 

vermittelt zur Aktivierung von MAP-Kinasen (mitogen-activated protein kinases) 

führen, zum anderen konnten die Janus Kinase (JAK) und die c-Jun N-terminale 

Kinase-Familie als Mediatoren identifiziert werden [Marrero et al. 1996]. Im Gegensatz 

zum AT1- Rezeptor induziert die Signaltransduktionskaskade des AT2-Rezeptors keinen 

Anstieg von Inositoltriphosphat und Diacylglycerol mit Calcium-Mobilisation. Die 
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Aktivierung des AT2-Rezeptors stimuliert intrazelluläre Mechanismen mit Involvierung 

verschiedener Tyrosin und Serin/Threonin Phosphatasen, cyclischem 

Guanosinmonophosphat und Phospholipase A2 [De Gasparo 2002]. 

 

Interzelluläre Kommunikation stellt die Basis für die intakte Funktion von Geweben 

und Organen dar. Neben der zellulären Kommunikation, die durch Freisetzung von 

chemischen Transmittern, Hormonen und Mediatoren realisiert wird, spielt die direkte 

elektrische und chemische Kopplung von Zellen via Gap Junctions eine wichtige Rolle 

für die Organisation von Geweben und die Formung eines elektrischen Synzythiums 

[Dhein 1998]. 

Die direkte Zell-zu-Zell Kopplung durch Gap Junctions ist entscheidend für die 

Funktion vieler Gewebe, beispielsweise der Interaktionen zwischen Glia und Neuronen 

[Dermietzel et al. 1989], der Ernährung der Augenlinsenzellen [Kistler et al. 1990], der 

Kommunikation von Leberzellen [Fujikura et al. 1993] und der elektrischen Kopplung 

von Kardiomyozyten [Dhein 1998]. Bei kardialen Erkrankungen geht die Alteration von 

Gap Junctions mit der Entstehung von Arrhythmien einher [Sepp et al. 1996; De Mello 

1999; Dhein und Hammerath 2001]. 

Die intensive Erforschung der Gap Junction Kanäle u. a. durch Elektronenmikroskopie 

und molekularbiologische Verfahren führte zu einem heute weitgehend akzeptierten 

Modell der Kanäle. In Übereinstimmung mit den Untersuchungsergebnissen sieht man 

Gap junctions als polymere Strukturen, welche aus 12 Proteinen bestehen, die 

Connexine genannt werden. Die Bezeichnung der Connexine korrespondiert mit deren 

Molekulargewicht, beispielsweise Connexin 40 (Cx40) mit einem Molekulargewicht 

von 40 kDa, Connexin 43 mit einem Molekulargewicht von 43 kDa usw.. Die 

Connexin-Familie umfasst mindestens 15 verschiedene Isoformen, von denen die 

Isoformen Connexin 37 (Cx37), Connexin 40 (Cx40), Connexin 43 (Cx43), Connexin 

45 (Cx45) und Connexin 46 (Cx46), Connexin 31,9 (Cx31,9), Connexin 50 (Cx50) 

sowie Connexin 57 (Cx 57) [Dhein 2004; Sohl und Willecke 2004] im 

Herzkreislaufsystem von Säugetieren exprimiert werden [Dhein 1998; Jongsma und 

Wilders 2000; van Veen et al. 2001]. Jedes Connexin hat vier transmembranäre 

Domänen, einen extrazellulären Loop und zwei intrazelluläre Loops. Auf 

zytoplasmatischer Seite sind sowohl eine Carboxyl-als auch eine Aminogruppe 

lokalisiert [Dhein 1998]. Sechs Connexin-Moleküle bilden einen Hemikanal, auch 

Connexon genannt. Nach Translation der mRNA erfolgt die Synthese der Connexine im 
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Endoplasmatischen Retikulum. Zur Oligomerisierung zu Connexonen findet 

nachfolgend der Transport zum Golgi-Apparat statt, erst danach erfolgt die Integration 

in die Zellmembran. Durch Andocken zweier Hemikanäle benachbarter Zellen entsteht 

ein funktioneller Kanal. [Musil und Goodenough 1990]. Der gebildete Kanal ist 100-

150 Å lang, der innere Porendurchmesser beträgt 12,5 Å, Substanzen bis zu einem 

Molekulargewicht von ca. 1000 Da können den Kanal passieren [Beyer et al. 1995]. Der 

Abbau der Connexine kann sowohl über Lysosomen als auch durch Proteasome 

erfolgen [Laing und Beyer 1995]. 

Bemerkenswerterweise sind die Halbwertszeiten der Connexine sehr kurz. Der rapide 

Umsatz von Connexin 43 in kardialem Gewebe wurde von Beardslee gezeigt, indem 

Langendorff-perfundierten Ratten-Herzen radioaktiv markiertes Methionin zugesetzt 

wurde. Dabei zeigte sich eine Halbwertszeit von Connexin 43 von nur 1,3 Stunden 

[Beardslee et al. 1998]. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass an jeder Grenzfläche 

zwischen Kardiomyozyten die die Gap Junction formenden Proteine mehrfach täglich 

komplett ausgewechselt werden. Der rapide Umsatz der Gap Junction Proteine 

begründet die Annahme, dass der Umbau von interzellulären Kommunikationswegen 

innerhalb kürzester Zeit stattfindet, also vermutlich hochgradig reguliert ist. 

In humanem Myokard sind insbesondere Connexin 43, Connexin 40 und Connexin 45 

nachweisbar [Davis et al. 1995; Gros und Jongsma 1996], dabei zeigen sie ein 

unterschiedliches Verteilungsmuster. Während im Arbeitsmyokard des Ventrikels 

hauptsächlich Connexin 43 und in frühen Entwicklungsstadien Connexin 45 gefunden 

wurde, war Connexin 40 nur in wesentlich geringerem Umfang nachweisbar. 

Vorhofmyokard und Erregungsleitungssystem enthalten alle drei genannten Connexine 

nebeneinander, das Reizleitungssystem jedoch in deutlich höheren Konzentrationen 

[Davis et al. 1995; Polontchouk et al. 2001]. Im Sinusknoten wurde überwiegend 

Connexin 45 gefunden, ebenfalls ein geringer Gehalt an Connexin 40, Connexin 43 war 

nicht nachweisbar [Boyett et al. 2000]. In den langsamer leitenden Regionen des 

Atrioventrikularknotens wurden, in Übereinstimmung mit der Funktion, insgesamt nur 

wenige Gap Junction Plaques detektiert[Beyer et al. 1995; Davis et al. 1995]. 

Interessant ist, dass die genannte Verteilung kardialer Gap Junction-Proteine nicht in 

allen Säugetieren gleich ist. Im Tiermodell konnte ein abweichendes Verteilungsmuster 

beobachtet werden. So konnte im Ventrikelmyokard der Maus zwar auch Connexin 43 

als das vorherrschende Connexin identifiziert werden, Connexin 40 war jedoch gar 

nicht nachweisbar, Connexin 45 nur in Spuren [Darrow et al. 1995]. Connexin 40 wurde 
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vorwiegend im Vorhofmyokard und im Erregungsleitungssystem gefunden [Gros et al. 

1994; Delorme et al. 1995], Connexin 45 ebenfalls im Reizleitungssystem [Coppen et 

al. 1998]. 

 

Neben dieser unterschiedlichen Lokalisation im Herzen selber haben die Connexine 

auch eine speziell geordnete Lokalisation innerhalb der Herzmuskelzelle [Peters et al. 

1994; Peters und Wit 1998]. Im adulten Herz befinden sich Gap Junctions überwiegend 

an den distalen Enden der Myofibrillen im Bereich der Glanzstreifen. Diese 

Orientierung entwickelt sich erst im Laufe des Lebens, bei neugeborenen Säugetieren 

ist sie noch nicht vorhanden [Gourdie et al. 1992; Peters et al. 1994; Angst et al. 1997]. 

Die Umverteilung der Gap Junctions ist mit einer Abnahme der Seit-zu-Seit-

Verbindungen mit zunehmendem Alter assoziiert. Durch die genannte Verteilung 

kardialer Gap Junctions mit Konzentration der Plaques im Bereich der Glanzstreifen ist 

eine drei- bis zehnfach höhere Erregungsausbreitungsgeschwindigkeit in longitudinaler 

Richtung im Vergleich zur transversalen Richtung bedingt [Saffitz et al. 1994; Saffitz et 

al. 1995; Spach et al. 2000]. 

 

Die Erregungseigenschaften des normalen Vorhof- und Kammermyokards werden 

durch Anzahl, Größe und Verteilung der interzellulären Gap Junctions bestimmt. Eine 

Vielzahl von Faktoren wie beispielsweise Gewebedilatation, erhöhte 

Katecholaminspiegel oder Veränderungen der intrazellulären Kalziumkonzentration 

können zu einer veränderten Funktion der Gap Junctions führen, und damit zur 

Beeinträchtigung der Herzfunktion und zum Entstehen von Arrhythmien beitragen. 

Nach 24stündiger Inkubation neonataler Kardiomyozyten mit cAMP, einem potenten 

Mediator kardialer Hypertrophie, konnte eine Zunahme des Gesamtgehaltes von 

Connexin 43 verifiziert werden. Der erhöhte Connexin 43 Gehalt ging mit einer 

ebenfalls gesteigerten Impulsleitungsgeschwindigkeit einher [Darrow et al. 1996; 

Salameh und Dhein 2005]. 

Im Rahmen kardialer Erkrankungen, insbesondere bei ischämischen und dialatativen 

Kardiomyopathien unterliegt der linke Ventrikel einem chronischen Umbauprozess, 

welcher durch Kammerdilatation, myokardialer Hypertrophie sowie Veränderungen der 

Extrazellulärmatrix gekennzeichnet ist; Dem ventrikulären Remodeling [Cohn 1995; 

Dietz et al. 1999; Burlew und Weber 2000]. Diese strukturellen Veränderungen des 

Myokards gehen mit Anormalitäten der Erregungsleitung einher [Severs 1994]. Bei 
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chronischer Herzinsuffizienz wurden signifikante Veränderungen der Expression und 

Verteilung der Gap Junctions beobachtet. Dabei zeigte sich eine Abnahme der Gap 

Junction-Größe im pathologisch veränderten Gewebe [Kostin et al. 2003] sowie eine 

generelle Reduktion der Gap Junction-Fläche in Bezug auf die Zelloberfläche von bis 

zu 40% [Peters 1995; Kaprielian et al. 1998]. Im Gegensatz dazu steigt der Gehalt an 

Connexin 43 im Rahmen kompensierter myokardialer Hypertrophie an [Peters 1996; 

Kostin et al. 2004; Salameh et al. 2006]. Auch das Verhältnis von Connexin 43 zu 

Connexin 40 sowie die räumliche Verteilung der Gap Junctions innerhalb einer Zelle 

verändert sich unter pathophysiologischen Bedingungen. Beeinflusst wird das 

Expressionsmuster durch Veränderungen der Konzentration zirkulierender Mediatoren 

wie Wachstumshormonen, darunter Angiotensin II. Insbesondere im Hinblick auf das 

ventrikuläre Remodeling spielt Angiotensin II eine entscheidende Rolle [Sonnenblick 

und LeJemtel 1989; Beckwith und Munger 1993; Brilla et al. 1993; Brilla 1994; 

Blaufarb und Sonnenblick 1996; Aartsen et al. 2002].  

Bereits frühere Arbeiten zeigten einen Anstieg von Connexin 43 in neonatalen 

Rattenkardiomyozyten unter Einfluss von Angiotensin II. Nach 24stündiger Exposition 

konnte dabei ein zweifacher Anstieg von Conexin 43 registriert werden. Die Inkubation 

führte weiterhin zu einer erhöhten Anzahl und Größe von Gap Junctions [Dodge et al. 

1998].  

Neben einer veränderten Expression der verschiedenen Connexine konnte eine 

Umverteilung kardialer Gap Junctions unter pathophysiologischen Bedingungen 

beobachtet werden. Beispielsweise wurde eine Lateralisierung der Gap Junction bei 

Vorhofflimmern beobachtet [Polontchouk et al. 2001]. Es kommt insbesondere bei 

Ischämie zur Umverteilung der im gesunden Myokard transversal im Bereich der 

Glanzstreifen angeordneten Gap Junctions hin zur Verteilung über die gesamte 

Zelloberfläche [Peters 1995; Peters et al. 1997]. Dieses Gap Junction Remodeling führt 

zu einer Diskontinuität der Erregungsausbreitung mit der Gefahr der Entstehung von 

Arrhythmien. Insbesondere Patienten nach Myokardinfarkt sind vom Auftreten zum 

Teil lebensbedrohlicher ventrikulärer Arrhythmien bedroht. Die Umverteilung kardialer 

Gap Junctions in der Randzone von Infarkten scheint dabei einen bedeutenden Faktor in 

der Genese der Arrhythmien darzustellen [Smith et al. 1991; Peters et al. 1995; Gutstein 

et al. 2001]. 
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2 Zielstellung 

Die hier vorgestellte Arbeit beschäftigt sich in diesem Zusammenhang mit folgender 

Fragestellung: 

 

1. Ist die Expression der kardialen Connexine 40, 43 und 45 in einem 

Zellkulturmodell neonataler Rattenkardiomyozyten beeinflussbar? 

2. Spielt Angiotensin II eine Rolle in der Beeinflussung der Expression kardialer 

Connexine? 

3. Werden die Connexine 40, 43 und 45 durch Angiotensin II gleichsinnig 

beeinflusst oder differentiell? 

4. Welches ist der Signaltransduktionsweg? 
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3 Material und Methoden 

3.1 Verwendete Geräte und Chemikalien 

Chemikalie/ Medikament   Hersteller 

Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)  (BioRad, Richmond, USA) 

Ammoniumpersulfat (APS)   (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

BQ123      (Alexis, USA) 

BQ788      (Alexis, USA) 

Bromphenolblau    (Sigma, St.Louis, USA) 

CaCl2      (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

Collagenase Type II (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

Seromed # C11-22 Lot No K008 (Biochrome AG, Deutschland) 

Coomassie Brilliant Blue   (Bio Rad, Richmond, USA) 

CuSO4      (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

Endothelin-1     (Alexis, USA) 

Essigsäure     (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

fetales Kälberserum (FKS)   (Gibco Life Technologies, USA) 

Folin-Reagenz     (Sigma, Steinheim, Deutschland) 

Gelatine     (Sigma, Steinheim, Deutschland) 

Glucose     (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

Glycerol     (Sigma, St.Louis, USA) 

Glycin      (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

HCl      (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

HEPES     (Sigma, Steinheim, Deutschland) 

KCl      (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

KH2PO4     (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

Kalium Na Tartrat Tetrahydrat  (Fluka, Steinheim, Deutschland) 

L-Glutamin     (Sigma, St.Louis, USA) 

M 199 (mit Hanks’ salts und HEPES)  (Sigma, St.Louis, USA) 

MAP kinase inhibitor set beeinhaltend (Calbiochem, USA) 

PD 98059 

SB 202190 

SB 203580 

und  SB 202474    
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Methanol     (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

MgCl2      (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 

MgSO4     (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

Molekulargewichtsstandart   (BioRad, Richmond, USA) 

Na2CO3     (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 

Na2HPO4     (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

NaCl      (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 

n-Propyl-Gallat, P-3130   (Sigma, St.Louis, USA) 

Penicillin     (Sigma, St.Louis, USA) 

Pferdeserum     (Sigma, St.Louis, USA) 

PMSF      (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 

Ponceau-Färbelösung    (Sigma, St.Louis, USA) 

Rinderserum Albumin (BSA)  (Sigma, St.Louis, USA) 

Roti Block Reagenz    (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 

SDS      (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 

ß-Mercaptoethanol    (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 

Steptomycin     (Sigma, St.Louis, USA) 

Supersignal Reagenz    (Pierce, USA) 

TCA      (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

TEMED     (Serva, Heidelberg, Deutschland) 

Tris      (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 

Triton X-100     (Sigma, St.Louis, USA) 

Tween      (Sigma, Steinheim, Deutschland) 

 

Gerät      Hersteller 

Biofuge     (Kendro, Deutschland) 

Deckgläschen     (Schütt, Deutschland) 

Einmalküvetten    (Brand, Deutschland) 

Filterpapier GB004    (Schleicher und Schuell, Deutschland) 

Gefriertruhe     (Forma, Frankfurt, Deutschland) 

Inkubator     (Nuaire, Plymouth, USA) 

Nitrocellulose ECL-Membran  (Amersham Pharmacia, USA) 

Petrischalen     (Nunc, Wiesbaden, Deutschland) 

pH-Meter     (WTW, Weihenheim, Deutschland) 
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Pipettenspitzen    (Roth, Deutschland) 

Pipetten     (Eppendorff, Deutschland) 

Power Pack P25    (Biometa, Göttingen, Deutschland) 

Scanner     (Twain, CA, USA) 

Schüttler     (Schütt, Deutschland) 

Spectometer     (Beckman, Deutschland) 

Tank-Blotting-System   (BioRad, Richmond, USA) 

Vortex      (Scientific industries, Bohemia, USA) 

Waage      (Mettler GmbH, Giessen, Deutschland) 

Wasserbad     (Julabo, Seelbach, Deutschland) 

X-ray-films     (Kodak, Deutschland) 

 

 

3.2 Verwendete Antikörper 

Monoklonale Antikörper gegen die Aminosäuren 250-272 von Ratten Cx43 (Chemicon, 

USA). 

Polyklonale Antikörper gegen die Aminosäuren 231-330 von Ratten- Cx40 

(freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Dr. J-A. Haefliger; Department of 

Internal Medicine B, Laboratory of Molecular Biology, DMIB 19-135S, CHUV 

Lausanne, CH-1011 Lausanne, Switzerland) [Haefliger et al., 1999; Polontchouk und 

Eppenberger, 1999]. 

Monoklonale Antikörper gegen Ratten Cx45 (Chemicon, USA). 

Peroxidase-gekoppelter sek. Antikörper, Goat anti-mouse IgG (Pierce, USA, Produkt 

Nr. 31430, Lot Nr. 97071420). 

Peroxidase-gekoppelter sek. Antikörper, Goat anti-rabbit IgG (Chemicon, USA). 

 

 

3.3 Zellkultur 

Zur Vorbereitung der Zellkultur wurden folgende Medien und Lösungen unter sterilen 

Bedingungen hergestellt: 

 

Phosphat-Puffer (PBS)                       137 mmol/l, 8 g/l NaCl 

2,7 mmol/l, 0,2 g/l KCl 
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8,3 mmol/l, 1,5 g/l Na2HPO4 

1,5 mmol/l, 0,2 g/l KH2PO 

 

PBS/Glucose-Lösung                        Phosphat-Puffer (PBS) 

20 mmol/l, 4g/l Glucose 

pH auf 7,4 einstellen 

Lagerung bei 4°C 

 

Disaggregationslösung                       50 ml Phosphat-Puffer (PBS) 

200 mg Glucose 

500 mg Rinderserum Albumin (BSA) 

50 mg Collagenase Typ II 

kurz vor Gebrauch herstellen 

 

Medium zur Resuspension des Überstandes       44,5 ml M 199 

50µl, 100 µg/ml Penicillin 

50µl, 100 µg/ml Streptomycin 

5 ml, 10%iges Fetales Kälberserum (FKS) 

300 mg, 25 mmol/l HEPES 

500 µl, 2 mmol/l L-Glutamin 

Lagerung bei 4°C 

 

Kultur-Medium für den ersten Tag              84 ml M 199 

1ml, 2 mmol/l L-Glutamin 

5 ml, 5%iges FKS 

100µl, 100µl/ml Penicillin 

100 µl, 100 µl/ml Streptomycin 

10 ml, 10 %iges Pferdeserum 

Lagerung bei 4°C 

 

Kultur-Medium für nach dem ersten Tag         175,5 ml M 199 

2 ml, 2mmol/l L-Glutamin 

2ml, 1 %iges FKS 

200 µl, 100 µg/ml Penicillin 
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200 µl, 100 µl/ml Streptomycin 

20 ml, 10 %iges Pferdeserum 

Lagerung bei 4°C 

 

Dulbecco`s Wasch-Lösung für den 2. Tag        137 mmol/l, 8g NaCl 

2,68 mmol/l, 200 mg/l KCl 

6,48 mmol/l, 1,2 g/l Na2HPO4
.2H2O 

1,47 mmol/l, 1,2 g/l KH2PO4 

0,49 mmol/l, 100 mg/l MgCl2
.6H2O 

0,81 mmol/l, 200 mg/l MgSO4
.7H2O 

0,9 mmol/l, 132 mg/l CaCl2 

pH auf 7,2 einstellen 

Lagerung bei 4°C 

 

Für die Zellkultur wurden neonatale Kardiomyozyten gewählt, da dieses Modell als gut 

vergleichbarer Literaturstandard gilt. Vor der Inkubation über 24 Stunden mit 

Angiotensin II und den verschiedenen Pharmaka wurden die Herzmuskelzellen unter 

Verwendung Ca 2+ armer Disaggregationslösung isoliert und über 7 Tage in M199 

kultiviert. Dies sei im Folgenden näher beschrieben. 

 

Maximal 1 Tag alte Wistarratten wurden zunächst decapitiert, danach wurde 

thoracotomiert. Nach Eröffnen des Pericards wurde das Herz herausgelöst und sofort in 

kalte PBS/Glucose-Lösung überführt, um das Blut vollständig abzuspülen. Danach 

wurden die Vorhöfe mittels Skalpell abgetrennt und die Ventrikel in eine zweite Schale 

mit PBS/Glucose-Lösung transferiert. Dort wurden die Ventrikel nun soweit wie 

möglich mit Hilfe des Skalpells oder einer Schere zerkleinert. Man mischte die 

Ventrikelstücke mit 7 ml Disaggregationslösung, in einem Röhrchen wurde alles in 37° 

C warmen Wasser für 5 Minuten manuell geschüttelt. Durch in der 

Disaggregationslösung befindliche Collagenase wird der Abbau interzellulärer 

Verbindungen durch Andauen beschleunigt, so dass die Zellen isoliert wurden. Nach 

Sedimentation des Zellmaterials wurde der Überstand in ein nächstes Röhrchen 

pipettiert, das das Gewebe enthaltende Sediment im ersten Röhrchen wurde erneut mit 7 

ml Disaggregationslösung versetzt und es wurde wie oben beschrieben verfahren. 

Diesen Vorgang wiederholte man insgesamt 7 mal. Der abpipettierte Überstand wurde 
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nach jedem Durchgang 1:1 mit dem „ Medium zur Resuspenion des Überstandes“ 

vermischt. 

Im nächsten Schritt wurde diese Zellsuspension 5 Minuten lang bei 700 rpm 

zentrifugiert, danach der Überstand abgesaugt und das Pellet im „Medium für den ersten 

Tag“ resuspendiert. Die so entstandene Zelllösung wurde in Plastikflaschen gefüllt und 

für 45 Minuten bei 37°C und einer Atmosphäre von 5% CO²-Sättigung inkubiert. 

Während dieser Zeit setzten sich die nicht muskulären Zellen ab, die Kardiomyocyten 

verbleiben in der Lösung. 

Bereits im Vorfeld wurden Petrischalen mit einem Durchmesser von 60 mm vorbereitet. 

Um den Zellen das Anhaften zu ermöglichen, wurden die Schalen mit 0,1%iger 

Gelatine beschichtet und für eine Stunde bei 37°C vorinkubiert. Sollten 

immunhistologische Untersuchungen angeschlossen werden, legte man je 2 halbe 

Deckgläschen in die Petrischalen. 

Bevor man den Überstand ausplattierte, wurden die Petrischalen mit M199 ohne weitere 

Zusätze gespült. 24 Stunden später war der Vorgang der Zellanheftung abgeschlossen. 

Mehr als 95% der angehefteten Zellen hatten die typische stabförmige Struktur intakter 

Kardiomyocyten. Nicht angeheftete Zellen hatten sich in dieser Zeit abgerundet. In den 

Petrischalen lagen die Herzmuskelzellen einzeln und in wahlloser Orientierung. Zu 

diesem Zeitpunkt erfolgte der Medienwechsel. Dazu wurden die Kulturschalen mit 

„Dulbecco`s Wasch Lösung“ gespült und im Anschluss mit dem „Medium für nach dem 

ersten Tag“ bedeckt. 

Weitere 6 Tage wurden die Zellen in diesem Medium inkubiert. Nach dieser Zeit waren 

Zellkontraktionen deutlich sichtbar festzustellen, die Zellen waren konfluent. Nun 

wurde die 24 stündige Inkubation mit Angiotensin II und den verschiedenen Pharmaka 

begonnen. 

Neben einer Kulturschale ohne Angiotensin II wurden duch Verdünnung mit dem 

„Medium für nach dem ersten Tag“ Angiotensin II-Konzentrationen von 10 nM, 50 nM, 

100 nM, 500 nM und 1 µM hergestellt und die Zellen damit wie bereits beschrieben 

behandelt. 

In einer weiteren Versuchsreihe wurden die Kardiomyocyten neben den aufgeführten 

Angiotensin-Konzentrationen mit dem AT 1 Rezeptorblocker Losartan in einer 

Konzentration von 100 nM inkubiert. 

Da Angiotensin II auch Endothelin freisetzen kann, wurde, um Endothelin 1 vermittelte 

Effekte beurteilen zu können, eine Versuchsgruppe mit Angiotensin II (100 nM) und 
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dem ETA-Rezeptorantagonist BQ 123, ebenfalls in einer Konzentration von 100nM, 

behandelt. 

Desweiteren wurden die Zellen einer Behandlung mit MAP-Kinase-Inhibitoren 

unterzogen. Neben einer Kontrolle, der nur Angiotensin II in einer Konzentration von 

100 nM zugesetzt wurde, wurden die Zellen mit den MAP-Kinase Blockern SB 202190 

(Konzentration 1µM), PD 98059 (Konzentration 25 µM) und SB 202474 

(Konzentration 25 µM) sowie Angiotensin II (Konzentration 100 nM) inkubiert. 

Die gleichen Konzentrationen der MAP-Kinase-Inhibitoren wurden auch ohne Zusatz 

von Angiotensin II in einer letzten Versuchsreihe angewendet. 

Für jede Versuchsreihe wurden 3 verschiedene Präparationen von Kardiomyocyten 

verwendet. Die Verdünnungen wurden alle mit dem „Medium für nach dem ersten Tag“ 

hergestellt. Die Inkubation dauerte jeweils 24 Stunden. 

 

 

3.4 Zelllysis 

Nach Beendigung der Inkubation wurden die Zellen zweimal 5 Min. mit kaltem PBS 

gewaschen, dadurch konnten abgestorbene Zellen und das Medium entfernt werden. 

Anschließend pipettierte man in jede Petrischale 100 µl Laemmli-Puffer. 1 Minute 

später konnte die nun lysierte Zellsuspension mit Hilfe eines Plastikzellschabers 

abgekratzt werden. Nachdem die Zelllysate in ein gekühltes Eppendorfröhrchen 

transferiert worden waren, zentrifugierte man die Röhrchen in einer ebenfalls gekühlten 

Biofuge. Direkt im Anschluss wurden die Zellen im 4°C kalten Ultraschallbad 

behandelt, bis keine Zellklumpen mehr sichtbar waren. An diesem Punkt konnten die 

Proben entweder sofort zur Proteinbestimmung und Elekrophorese weiterverwendet 

werden, oder tiefgefroren bei –80°C für einen späteren Zeitpunkt aufbewahrt werden. 

Der für die Zelllysis verwendete Extraktionspuffer (Laemmli–Puffer) setzt sich wie 

folgt zusammen: 

62,5 mM Tris-HCl, pH 7,5 

5% Glycerol 

2% SDS 

5% ß-Mercaptoethanol 

0,005% Bromphenolblau 

1 mM PMSF 
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Der Laemmli-Puffer kann bei Raumtemperatur gelagert werden. PMSF ist ein Protease-

Inhibitor. Es wurde hinzugefügt, da bei der Zerkleinerung der Zellen und unter 

Einwirkung verschiedener Detergenzien Proteasen freigesetzt werden, die Proteine 

partiell spalten und am Ende das Versuchsergebniss verfälschen können. Da PMSF in 

wäßriger Lösung extrem instabil ist, sollte dieses erst kurz vor Versuchsbeginn 

hinzugefügt werden. Um eine Oxidation von Thiolgruppen der zu untersuchenden 

Proteine durch den Kontakt mit Luftsauerstoff zu vermeiden, wurde ß-Mercaptoethanol 

hinzugefügt. 

 

3.5 Proteinbestimmung 

Im Vorfeld wurde eine Eichgerade erstellt. Am Spectrometer bei OD 750 wurden die 

Extinktionen einer Reihe definierter Konzentrationen von Rinderserumalbumin (BSA) 

gemessen. Die Konzentrationen betrugen 1; 2; 4; 6; 8; 10; 15; und 20 µg/ml, alle 

Messungen wurden dreifach durchgeführt, aus den Mittelwerten wurde die Eichgerade 

erstellt. 

 

Für die Proteinbestimmung der Zellsuspensionen nach Lowry [Lowry et al., 1951] 

wurden folgende Lösungen benötigt: 

 

Lösung A:   2% Na2CO3 in 0,1 M NaOH 

Lösung B1:  1% CuSO4 (dunkel lagern) 

Lösung B2:  2% Kalium-Natrium-Tartrat 

 

Für Reagenz 1 mischte man 100 ml der Lösung A mit 1ml der Lösung B1 und 1 ml der 

Lösung B2. 

Reagenz 2 wurde hergestellt, indem man Folin Reagenz 1:1 mit H2O dest. verdünnt. 

Auch bei der Bestimmung der Proteinkonzentrationen wurden alle Messungen dreifach 

durchgeführt. 

In einem Eppendorf-Röhrchen wurden jeweils 500 µl 10% TCA mit 3 µl der zu 

bestimmenden Probe gemischt und für eine Stunde auf Eis gestellt. Nach dieser Zeit 

wurden die Röhrchen 15 Minuten bei einer Geschwindigkeit von 13 000 bpm und einer 

Temperatur von 4°C zentrifugiert. 

Im Anschluß daran wurde der Überstand aus den Probenröhrchen dekantiert und die 

noch verbliebene Flüssigkeit mit Hilfe von schmalen Filterpapierstreifen aufgesaugt. 
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Im nächsten Schritt versetzte man das Pellet mit je 1ml Reagenz 1, vermischte es gut 

auf dem Vortex und inkubierte es 10 Minuten bei Raumtemperatur. Danach pipettierte 

man 100 µl Reagenz 2 hinzu, mischte alles erneut auf dem Vortex und stellte die Proben 

für 10 Minuten in ein 60°C temperiertes Wasserbad. 

Nach Beendigung der Reaktionszeit imWasserbad lagerte man die Reagenzröhrchem 

auf Eis und bestimmte deren Extinktion am Photometer. Gemessen wurde bei OD 750. 

Nach Bestimmung des Mittelwertes der Meßprobe wurde dieser durch 3, entsprechend 

dem Ausgangsvolumen, dividiert, man erhielt so die Konzentration des Proteins in 1 µl 

Probenlösung. 

 

 

3.6 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 

Eine Auftrennung von Proteinen ausschließlich nach Größe ist nach Behandlung mit 

dem anionischen Deterganz Natriumdodecylsulfat (SDS) möglich. Dabei werden die 

Proteine vollkommen entfaltet (denaturiert). Es kommt durch hydrophobe 

Wechselwirkungen zu einer gleichmäßigen Beladung der Polypeptidketten mit dem 

negativ geladenen SDS, wobei die Eigenladungen der Proteine überdeckt werden, es 

entsteht ein konstantes Ladungs/Masseverhältnis, die stark negative Ladung der 

Proteine ist also proportional ihrem Molekulargewicht. 

Es wurde das diskontinuierliche System nach Laemmli [Laemmli, 1970 ] verwendet. 

Die Diskontinunität bezieht sich dabei auf die Gelstruktur (ein großporiges Sammelgel 

ist einem engporigen Trenngel aufgelagert), den pH-Wert und die Art und 

Konzentration der Ionen in den verschiedenen Puffern. 

Durch verschiedene elektrochemische Reaktionen und Vorgänge wird eine 

Konzentration der SDS-Proteinkomlexe im Sammelgel erreicht, so dass diese in einer 

schmalen Zone auf das Trenngel gelangen. 

Die Lösungen für die Gele wurden nach folgendem Schema hergestellt: 

 

1,5 M Tris-HCl, pH 8,8:   27,23 g Tris, ad 150 ml ddH2O; Lagerung bei 4°C 

0,5 M Tris-HCl, pH 6,8:   6 g Tris, ad 100 ml ddH2O; Lagerung bei 4°C 

 

10 % Trenngel                       10ml 

ddH2O                             4,1 ml 

Acrylamid/ 
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Bisacrylamid                        3,3 ml 

1,5 M Tris-HCl, pH 8,8              2,5 ml 

20 % SDS                          0,05 ml 

5 Minuten im Ultraschallbad, um Luftblasen zu beseitigen 

10 % APS                          50 µl 

TEMED                            5 µl 

4 % Sammelgel                      5 ml 

ddH2O                            3,07 ml 

Acrylamid/ 

Bisacrylamid                        0,62 ml 

0,5 M Tris-HCl, pH 6,8              1,25 ml 

20 % SDS                          0,0025 ml 

5 Minuten im Ultraschallbad, um Luftblasen zu beseitigen 

10 % APS                          25 µl 

TEMED                            5 µl 

 

Durch Wechselwirkungen von APS und TEMED entstehen freie Radikale, welche die 

Polymerisationsreaktion in Gang setzen, weshalb nach deren Zusatz zügig gearbeitet 

werden musste. 

 

Vorbereitend wurden die Glasplatten mit Ethanol entfettet und in der 

Elektrophoreseapparatur befestigt. 

Zuerst wurde das Trenngel, wie oben beschrieben zusammenpipettiert, und mittels einer 

5 ml Pipette vorsichtig in den Plattenzwischenraum eingefüllt. Der Abstand zwischen 

Plattenoberrand und Trenngel sollte die Tiefe der Probentaschen + 1 cm betragen. Um 

die Polymerisation unter Luftabschluß und die Bildung einer glatten Randzone zu 

gewährleisten, wurde ein dünner Film ddH2O aufgetragen. Der Abschluss der 

Polymerisation des Trenngels war an einer deutlich sichtbaren Trennlinie zwischen 

Trenngel und Wasserfilm erkennbar. 

Nach Entfernung des Wasserfilms konnte nun das zuvor vorbereitete Sammelgel 

aufgebracht werden und der Slotkamm in den Plattenzwischenraum geschoben werden. 

Im nächsten Arbeitsschritt wurde die Elektrophoreseapparatur vorbereitet. Dazu wurde 

zunächst der Elektrophoresepuffer hergestellt: 
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3 g Tris 

14,4 g Glycin 

1 g SDS 

ad 1 l dd H²0 

 

Der pH-Wert von 8,9 musste vor Zugabe von SDS bestimmt und eingestellt werden. 

Nach erfolgter Polymerisation des Sammelgels wurde der Probenkamm entfernt und das 

Gel-Glas-Sandwich an der Elektrophoreseapparatur so befestigt, dass die eingekerbte 

Platte nach innen zur oberen Pufferkammer zu liegen kam. 

Beide Pufferkammern wurden vollständig mit Elektrophoresepuffer aufgefüllt, 

eventuell vorhandene Luftblasen an der Unterseite des Gels wurden mit Hilfe einer 

umgebogenen Kanüle entfernt, die Probentaschen wurden ausgespült. 

Als nächstes konnten die Proben aufgebracht werden. Dabei wurden die Proben mit 

einer Mikroliterpipette mit feiner, ausgezogener Spitze tief in die Probentaschen 

eingebracht. Aufgrund der höheren Dichte des Probenpuffers verblieben diese am 

Boden der Taschen. Pro Slot wurden jeweils 20 µg der aufgetauten Proben aufgetragen. 

Neben den eigenen Proben ließ man eine Molekulargewichtsmarker mitlaufen, um eine 

spätere Identifikation sowie die Bestimmung der Proteingrößen zu ermöglichen. 

Man schloss nun die Elektrophoresekammer an ein Powerpack an und wählte anfangs 

eine Stromstärke von 25 mA. Wenn die Proben das Trenngel erreicht hatten, konnte die 

Stromstärke auf 50 mA erhöht werden. Nach ca. 2 Stunden war der 

Elektrophoresevorgang abgeschlossen - erkennbar daran, dass die Bromphenolblaufront 

die Gelunterkante erreicht hatte. 

 

 

3.7 Western-Blot 

Ziel dieser Methodik war es, die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine aus dem Gel 

möglichst vollständig auf eine synthetische Membran zu übertragen, so dass ein 

genaues Abbild des Elektrophoresemusters entstand. Die auf der Membrantextur 

gebundenen Moleküle sind dann einem immunologischen Nachweis leichter 

zugänglich. 

Der Western-Blot wurde mittels Tank-Blot-Methode durchgeführt. Der hierfür 

benötigte Transferpuffer hatte folgende Zusammensetzung: 
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25 mM Tris             3,03 g 

192 mM Glycin    14,4 g 

20% Methanol            200ml 

dd H²0                         ad 1l 

pH 8,3; vor Zugabe des Methanols messen 

 

Nachdem das Acrylamidgel aus den Glasplatten herausgelöst worden war, entfernte 

man mittels Skalpell das Sammelgel. Die Orientierung des Gels markierte man. Zur 

Reduktion des freien SDS wurde das Gel in eine Schale mit Transferpuffer überführt. 

Nachdem eine Nitrocellulose ECL-Membran und 6 Filterpapiere auf die Abmessungen 

des Gels zugeschnitten waren, wurden auch diese in Transferpuffer überführt. Über 

einen auf die Anodenseite des Blotgerätes platzierten Schaumstoffschwamm wurden 3 

Filterpapiere geschichtet, darauf die Membran, gefolgt von dem Acrylamidgel. Zu 

beachten war insbesondere, dass sobald das Gel Kontakt mit der Membran hatte, dieses 

nicht bewegt werden durfte. Das Acrylamidgel überschichtete man mit weiteren 3 

Lagen Filterpapier und einen zweiten Schaumstoffschwamm. Luftblasen, die den 

Transfer behindert hätten, wurden mit einer Glaspipette herausgerollt. Die 

Transferkassette wurde nun in der Blotanlage befestigt und diese mit Transferpuffer 

gefüllt. Bei einer Stromstärke von 190 mA und einer Spannung von 100 Volt dauerte 

der Transfer bei 2 Gelen 2 Stunden. Durchgeführt wurde der Blotvorgang im Kühlraum. 

Zur besseren Wärmeableitung wurde der Puffer durch ein Magnetrührstäbchen in 

Bewegung gehalten. 

 

 

3.8 Detektion 

Der immunologische Nachweis wurde indirekt und in 2 Stufen durchgeführt. 

Die Membran wurde nach erfolgtem Transfer aus dem Sandwich genommen und in eine 

flache Schale überführt. Um den Transfer zu überprüfen, färbte man die Membran mit 

Ponceau-S-Färbelösung. Später konnte die Membran mit PBS wieder entfärbt werden. 

Um unspezifische Hintergrundreaktionen zu vermeiden, wurden vor Durchführung der 

Immunreaktion unspezifische Bindungsstellen mit Roti-Block viermal 30 Minuten 

blockiert. 

Der Primärantikörper wurde mit Blockierlösung verdünnt und die Membran damit bei 

4°C über Nacht inkubiert. 
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Am folgenden Tag wurde der Primärantikörper abgesaugt und die 

Nitrocellulosemembran einem erneuten Waschvorgang unterzogen. Dies diente der 

möglichst vollständigen Entfernung ungebundenen und unspezifisch gebundenen 

Antikörpers. Gewaschen wurde zunächst 15 Minuten mit Roti-Block und anschließend 

dreimal 15 Minuten mit TBS-Tween (0,005 %). 

TBS hatte folgende Zusammensetzung: 

20 mM Tris                     2,24 g 

130 mM NaCl                 8 g 

ddH²O                             ad 1l 

pH auf 7,6 einstellen 

 

Im nächsten Arbeitsschritt wurde der Sekundärantikörper auf die Membran aufgebracht 

und unter sanftem Schütteln für 1 Stunde inkubiert. Es erfolgten erneute 

Waschvorgänge, dreimal 15 Minuten mit TBS-Tween und anschließend zweimal 15 

Minuten mit TBS. Bei den letzten Waschvorgängen wurde auf Tween verzichtet, da 

dieses einen negativen Effekt auf die chemische Entwicklungsreaktion haben kann. 

Die Detektion erfolgte durch den Nachweis von Peroxidase mit Hilfe von 

Chemilumineszenz. Das Prinzip einer solchen Reaktion besteht darin, dass im Zuge 

einer enzymatischen Reaktion eine luminogene Substanz in ein energiereiches, 

instabiles Zwischenprodukt umgewandelt wird. Dieses zerfällt in einem stark 

exergonischen Prozess, wodurch eines der Produkte in einen angeregten Zustand 

überführt wird. Diese Anregungsenergie wird bei der Rückkehr in den Grundzustand 

des Moleküls in Form eines charakteristischen Chemilumineszenzlichtes abgestrahlt. 

Die gut abgetropfte Membran wurde mit der proteinbeladenen Seite nach oben auf 

glattgestrichene Haushaltfolie gelegt. Man mischte die Detektionslösung aus den 

Reagenzien 1 und 2 zu gleichen Teilen und verteilte diese nun gleichmäßig auf der 

Membran. Nach einer Inkubationszeit von 3 Minuten wurde überschüssige 

Detektionslösung entfernt und die feuchte Membran faltenfrei in Haushaltsfolie 

eingewickelt. In einer Röntgenkassette wurde alles wiederum der Proteinseite nach oben 

mit Klebestreifen befestigt. Die Entwicklungsdauer in der Rotlichtkammer wurde auf 10 

Sekunden festgesetzt. Die Entwicklung wurde in der Klinik für Urologie der Martin-

Luther-Universität Halle-Wittenberg durchgeführt. 
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3.9 Immunhistologie 

Für die Immunhistologie wurden die Deckgläschen mit den darauf befindlichen Zellen 

nach abgeschlossener Inkubation mit einer Pinzette vorsichtig aus den Petrischalen 

genommen und im kalten Methanolbad bei -20 °C fixiert. Das Fixativ wurde nach 30-60 

Sekunden weitgehend mit einem Papiertaschentuch entfernt, ohne die Zellen zu 

beschädigen. Anschließend wurden 70 µl Triton X100 (1% in PBS) zur 

Permeabilisierung auf die Reaktionskammer pipettiert. In diese Kammer wurden die 

Deckgläschen mit der Gewebeseite nach unten gelegt, so dass die Zellen vollständig 

bedeckt waren. Man ließ die Zellen 30 Minuten inkubieren, tupfte das Triton ab und 

inkubierte sie anschließend für 20 Minuten mit 70 µl PBS-BSA (0,1 %). Das PBS 

wurde entfernt, es folgte die Inkubation mit dem Primärantikörper über Nacht bei 4°C 

(monoklonale Antikörper gegen die Aminosäuren 250-272 von Ratten-Cx43 [ 

Chemicon, USA ], Verdünnung 1:100 in PBS; bzw. polyklonale Antikörper gegen die 

Aminosäuren 231-330 von Ratten –Cx40 [ freundlicherweise zur Verfügung gestellt 

von Dr. J.-A. Haefliger ], Verdünnung 1:200 bzw monoklonale Antikörper gegen Ratten 

45 [ Chemicon, USA], in einer Verdünnung von 1: 500). Der Antikörper wurde jeweils 

mit 5 ml PBS-BSA abgespült und erneut für 20 Minuten mit 70 µl PBS-BSA inkubiert. 

Nachfolgend wurde unter Lichtausschluß gearbeitet. Nach Entfernen des PBS-BSA 

folgte die Inkubation mit 70 µl des Sekundärantikörpers (goat-anti-mouse-IgG [ Pierce, 

USA ], in einer Verdünnung von 1: 500, bzw. goat-anti-rabbit IgG [ Chemicon, USA], 

in einer Verdünnung von 1: 100) für 1-2 Stunden. Die Deckgläschen wurden mit PBS-

BSA gespült und weitere 20 Minuten mit 70µl PBS inkubiert. Nachfolgend konnte das 

PBS abgetupft werden, die Zellen in Galat-Glycerol eingebettet und nach 10 Minuten 

mit Acryllack versiegelt werden. 

Galat-Glycerol wurde mit folgender Zusammensetzung vorbereitet: 

Glycerol                7 ml 

Tris-HCL 0,1 M   3 ml 

Galat 

pH 9,5 einstellen 

 

Es wurden bei 400-und 1000-facher Vergrößerung Aufnahmen von 20 Sekunden mit 

einem 100 ASA Film gemacht, diese digitalisiert und mit Hilfe eines Image-Analysis-

System (Sigma Scan, Jandel Scientific, Erkrath, Deutschland) ausgewertet. Gemessen 

wurde die Fluoreszenz je Zellfläche an 50 Zellen je Versuchsbedingung. 
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3.10 Statistik 

Jede Versuchsbedingung (d.h. jede Konzentration bzw. Kombination von 

Konzentrationen) wurde an n= 3 Kulturen getestet. An jeder dieser Kulturen wurden n= 

3, bzw. in der Immunhistologie n═ 50 Zellen, Messungen durchgeführt und die 

Ergebnisse als Mittelwert ± Standardfehler (MW± SEM) angegeben. Nach einer 

Varianzanalyse wurde ein t-Test (mit Bonferroni-Korrektur für multiple Messungen) 

auf dem Signifikanzniveau p= 0,05 durchgeführt (InStat; Prism). Die 

Konzentrationswirkungskurven wurden mit einer nichtlinearen Regressionsanalyse als 

sigmoidale Kurven gefittet (Graph Pad Prism, Graph Pad Software, San Diego, 

Californien, USA). Es wurden die EC50, Emax und Steilheit der 

Konzentrationswirkungskurven bestimmt. Für die Auswertung der Blots wurde die 

TINA-Software (Isotopenmessgeräte GmbH, Deutschland) benutzt. 
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4 Ergebnisse 
 
4.1 Expression der Connexine 40, 43 und 45 an neonatalen Rattenkardiomyozyten 

Die Expression der Connexine 40, 43, und 45 wurde an neonatalen 

Rattenkardiomyozyten untersucht. Dazu wurden die Zellen nach 7 tägiger Kultivierung 

für 24 Stunden mit Medium 199 inkubiert. Anschließend wurde die quantitative 

Proteinbestimmung mittels Westernblot-Analysen durchgeführt sowie 

immunhistochemische Untersuchungen angeschlossen, um Anzahl und Verteilung der 

Gap Junctions beurteilen zu können. 

Connexin 40 erschien in den Analysen der Westernblots als einzelne Bande bei 38 kDa 

im Vergleich zum Standard-Molekulargewichtsmarker der Firma BioRad. Eine 

phosphorylierte Isoform, welche als 2. Bande mit geringfügig höherem 

Molekulargewicht im Vergleich zum Marker imponieren würde, konnte nicht 

nachgewiesen werden. 

Connexin 43 war ebenfalls als Einzelbande nachweisbar, sie erschien bei ca. 42 kDa. 

Auch hier war eine Phosphorylierung an nicht stimulierten Zellen nicht detektierbar. 

Abbildung 1 zeigt repräsentative Immunoblots des Nachweises der Connexine 40 und 

43. 

Im Gegensatz dazu gelang der Nachweis von Connexin 45 mittels Westernblot-

Analysen nicht, es waren allenfalls Spuren  nachweisbar. 

Immunhistochemische Präparate bestätigten die im Western-Blot erhobenen Ergebnisse. 

Connexin 40 war bedingt durch den Sekundärantikörper als rote punktförmige 

Fluoreszenz im Bereich der Zellmembranen sichtbar. Äquivalent dazu erschien durch 

Verwendung eines differenten Sekundärantikörpers Connexin 43 als grün 

fluoreszierendes Signal, ebenfalls im Bereich der Zellmembranen.  

 In den Präparaten der Immunfluoreszenzmikroskopie für Connexin 45 fanden sich sehr 

vereinzelt fluoreszierende Signale im Bereich der Zellmembranen, jedoch machten 

diese weniger als 1% der Membranlänge aus. Aus diesem Grund konzentrierten sich 

alle weiteren Untersuchungen auf die Connexine 40 und 43, Connexin 45 fand keine 

weitere Berücksichtigung.  
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Abbildung 1A und B: Connexin-Expression in ventrikulären Rattenkardiomyozyten  
 
 

 

4.2 Einfluss von Angiotensin II auf die Expression der Connexin 40 und 43 sowie auf 

die Phosphorylierung  

Um den Einfluss von Angiotensin II auf die Synthese der kardialen Gap junctions zu 

untersuchen, wurden die eine Woche kultivierten neonatalen Rattenkardiomyocyten mit 

Angiotensin II in Konzentrationen von 10, 50, 100, 500 und 1000 nM für 24 Stunden 

inkubiert.  

Nach Aufarbeitung der Zelllysate zeigten die Immunoblotauswertungen einen 

dosisabhängigen Anstieg der Expression von Connexin 43 nach Stimulation mit 

Angiotensin II. Quantitative Bestimmungen wiesen einen Anstieg der Menge an 

Connexin 43 auf mehr als das dreifache im Vergleich zur Kontrollgruppe bereits nach 

Inkubation mit 100 nM Angiotensin II nach. 

Im Gegensatz dazu wurde die Expression von Connexin 40 durch Stimulation mit 

Angiotensin II nicht beeinflusst. Auch nach Inkubation der Zellkulturen mit 1000 nM 

Angiotensin II konnte in den Analysen kein signifikanter Anstieg der Konzentration von 

Connexin 40 nachgewiesen werden.  

 

 

 

A B 

Abbildung 1A und B: Connexin-Expression  in ventrikulären Rattenkardiomyozyten (Western–
Blot). Primärkulturen ventrikulärer Rattenkardiomyozyten wurden für 24 Stunden mit Medium 
199 inkubiert, anschließend wurde in den Zelllysaten das Auftreten von Connexin 40 (A) und 
Connexin 43 (B) durch Immunoblotting und Antikörperfärbung analysiert. M: Marker 
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Abbildung 2A und B: Immunhistochemischer Nachweis der Connexin-Expression in kultivierten 
neonatalen Rattenkardiomyozyten. A: Connexin 40. B: Connexin 43. 
 

A 

B 
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Abbildung 3: Connexin-Expresssion in ventrikulären Rattenkardiomyozyten (Western-Blot). 
Primärkulturen ventrikulärer Rattenkardiomyozyten wurden 24 h in Gegenwart verschiedener 
Konzentrationen von Angiotensin II inkubiert, anschliessend wurde in den Zelllysaten das Auftreten 
von Connexin 43 durch Immunoblotting und Antikörpermarkierung analysiert. M: Marker; K: 
Kontrolle. 
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Abbildung 4: Connexin-Expresssion in ventrikulären Rattenkardiomyozyten (Western-Blot). 
Primärkulturen ventrikulärer Rattenkardiomyozyten wurden 24 h in Gegenwart verschiedener 
Konzentrationen von Angiotensin II inkubiert, anschliessend wurde in den Zelllysaten das Auftreten 
von Connexin 40 durch Immunoblotting und Antikörpermarkierung analysiert. M: Marker; K: 
Kontrolle. 
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Abbildung 5: Konzentrations-Wirkungs-Kurve; Einfluss von Angiotensin II auf die Expression 
von Connexin 43 in Primärkulturen ventrikulärer Rattenkardiomyozyten. Ordinate: Connexin 
43-Expression in % im Vergleich zur Kontrollkultur; Abszisse: molare Konzentration von 
Angiotensin II; pEC 50 = 7,42 ± 0,38 
 

 

Die immunhistochemischen Untersuchungen bestätigten die Ergebnisse der Western-

Blot -Analysen. Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg des Connexin 43-Gehaltes der 

neonatalen Rattenkardiomyocyten im Vergleich zur Kontrollgruppe, sichtbar sowohl als 

deutliche Vermehrung der Fluoreszenz in den Präparaten der 

Immunfluoreszenzmikroskopie insbesondere wiederum im Bereich der Zellmembranen, 

als auch in der Abbildung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve nach densitometrischer 

Auswertung. Die pEC gibt dabei den negativen Logarithmus der Konzentration von 

Angiotensin II an, welche 50% des maximal erzielbaren Effektes hervorruft. Sie beträgt 

7,42 ± 0,38. 

Für die fehlende Stimulierbarkeit der Expression des Connexin 40 sprechen ebenfalls 

die Untersuchungsergebnisse der fluoreszenzmikroskopischen Präparate, welche im 

Vergleich zur Kontrollgruppe keine signifikant gesteigerte Fluoreszenz aufwiesen, so 

dass sich die Auswertungen der Western-Blots bestätigen ließen.  
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Bereits in den oben gezeigten Abbildungen der Western-Blots imponieren die 

Connexine als Doppelbanden. Tatsächlich ensprechen die Banden einer 

phosphorylierten sowie einer nicht-phosphorylierten Isoform [Polontchouk et al. 2002]. 

Bedingt durch das höhere Molekulargewicht wandert die phosphorylierte Isofom 

während der elektrophoretischen Auftrennung langsamer, wodurch sich die 

Doppelbanden erklären. Fraglich ist, inwiefern Angiotensin II die Phosphorylierung von 

Connexinen reguliert. Da bereits gezeigt werden konnte, dass Angiotensin II keine 

signifikanten Auswirkungen auf die Synthese von Connexin 40 hat, wird im Folgenden 

die Beeinflussung der Phosphorylierung von Connexin 43 betrachtet. 

Dazu wurde das Verhältnis der phosphorylierten Isoform (Cx-P) zur nicht-

phosphorylierten Isofom (Cx-NP) bestimmt.  

Die unten abgebildete Konzentrations-Wirkungs-Kurve zeigt einen deutlichen Anstieg 

der phosphorylierten Isoform von Connexin 43 in Bezug auf die nicht-phosphorylierte 

Isoform, der Effekt tritt konzentrationsabhängig auf. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 6: Konzentrations-Wirkungs-Kurve: Einfluss von Angiotensin II auf die Phosphorylierung 
von Connexin 43 in Primärkulturen ventrikulärer Rattenkardiomyozyten. 
Ordinate: Verhältnis der phosohorylierten Isoform zu der nicht-phosphorylierten Isoform von 
Connexin 43; Abszisse: molare Konzentration von Angiotensin II ; pEC 50 = 6,85 ± 0,34 
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Um der Frage nachzugehen, ob die gesteigerte Proteinsynthese auch funktionelle 

Relevanz hat, wurde mit Hilfe des Double Cell Patch Clamp Verfahrens (durchgeführt 

von Frau Dr. Polontchouk) die Gap Junction Leitfähigkeit gemessen, sowohl unter 

Kontrollbedingungen, dass heißt an kultivierten neonatalen Rattenkardiomyozyten, als 

auch nach 24 stündiger Inkubation mit 500 nM Angiotensin II. Damit wurde die 

interzelluläre Kommunikation untersucht.  

Unter Kontrollbedingungen war ein Gap Junction Leitwert von 28 ± 4 nS messbar. 

Nach Stimulation der Zellen mit Angiotensin in der oben angegebenen Dauer und 

Konzentration erhöhte sich der Wert signifikant auf 53 ± 3 nS, was einer erhöhten 

Leitfähigkeit und damit Kopplung der Zellen entspricht. 
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4.3 Signaltransduktion  

Im nächsten Teil der Experimente wurde die Signaltransduktion untersucht, welche zu 

der beschriebenen erhöhten Expression von Connexin 43 in neonatalen 

Rattenkardiomyocyten unter dem Einfluss von Angiotensin II führte. Es sollte der Frage 

nachgegangen werden, inwieweit der AT1-Rezeptor bei der Signaltransduktion eine 

Rolle spielt. Die Zellkulturen wurden dazu mit Angiotensin II in den beschriebenen 

Konzentrationen inkubiert, zusätzlich wurde Losartan, ein AT1 Rezeptor-Antagonist 

zugegeben.  Es zeigte sich, dass durch Zusatz von 100 nM Losartan die Angiotensin II 

vermittelten Effekte blockierbar waren. Der Anstieg des Gehaltes an Connexin 43 blieb 

weitgehend aus, so dass eine Signaltransduktion via Angiotensin 1 Rezeptor 

anzunehmen ist.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Um der Frage nachzugehen, ob eine durch Angiotensin induzierte vermehrte 

Endothelinproduktion der Zellen die beschriebenen Veränderungen der Connexin 43-

Expression hervorruft, wurden die kultivierten Kardiomyozyten zusätzlich zu den 

verschiedenen Angiotensin II-Konzentrationen mit dem Endothelin A 

Rezeptorantagonisten BQ 123 inkubiert. 

100 nM Losartan 

K         K       10nM   50nM 100nM  500nM  1µM    500nM 

Angiotensin II 

M

 

21 kDa 
 

14 kDa 

66 kDa 

45 kDa 

Abbildung 7: Connexin 43-Expression und Phosphorylierung unter dem Einfluss von 
Angiotensin II und Losartan (Western-Blot). Primärkulturen ventrikulärer 
Rattenkardiomyozyten wurden 24 h in Gegenwart verschiedener Konzentrationen von 
Angiotensin II in Anwesenheit von 100 nM Losartan inkubiert, anschließend wurde in den 
Zelllysaten das Auftreten von Connexin 43 durch Immunoblotting und 
Antikörpermarkierung analysiert. M: Marker; K: Kontrolle. 
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Die Analysen der Western-Blots ließen erkennen, dass durch Inhibierung des 

Endothelin A-Rezeptors kein Einfluss auf die Synthese von Connexin 43 nachweisbar 

ist. Eine Stimulierung durch Angiotensin II führte auch unter diesen Bedingungen zu 

einer dosisabhängig vermehrten Expression des kardialen Gap Junctions-Proteins. Es 

handelt sich demnach um direkt durch Angiotensin II vermittelte Wirkungen, da auch 

unter Blockade eventueller Endothelin-Wirkungen ein ausgeprägter Anstieg der 

Connexin 43 Expression durch Stimulierung mit Angiotensin II nachweisbar war. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Die Konzentrations-Wirkungs-Kurve (siehe Abb.10) veranschaulicht die erläuterten 

Fakten. 

Es sollte außerdem überprüft werden, inwieweit die Phosphorylierung von Connexin 43 

durch Zusatz der Rezeptorantagonisten beeinflussbar ist. Dazu wurde erneut das 

Verhältnis der phosphorylierten Isoform (Cx–P) zu der nicht-phosphorylierten Isoform 

(Cx–NP) bestimmt. Nachweisbar war die Hemmung der Phosphorylierung durch 100 

nM Losartan, wohingegen der Endothelin A-Rezeptorantagonist BQ123 ohne 

signifikanten Effekt auf die Phosphorylierung von Connexin 43 blieb. Die 

Konzentrations-Wirkungs-Kurve zeigt einen nahezu identischen Kurvenverlauf für die 

Beeinflussung der Phosphorylierung durch Angiotensin II in den angegebenen 

Konzentrationen sowie nach zusätzlicher Inkubation mit BQ123, wohingegen 100 nM 

100 nM BQ123 

Angiotensin II 

 K          K      10nM   50nM   100nM 500nM   1µM   500nM

 M 

45 kDa 

31 kDa 

14 kDa 

66 kDa 

Abbildung 8: Connexin 43-Expression und Phosphorylierung unter dem Einfluss von Angiotensin 
II und BQ123 (Westernblot-Analysen) Primärkulturen ventrikulärer Rattenkardiomyozyten 
wurden 24 Stunden mit Angiotensin II in verschiedenen Konzentrationen in Gegenwart von 
100nM BQ123 inkubiert. Anschließend wurde in den Zelllysaten das Auftreten von Connexin 43 
sowie dessen Phosphorylierung mittels Immunoblotting und Antikörpermarkierung analysiert. M: 
Marker; K: Kontrolle  
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Losartan als Zusatz zu einem fast vollständigen Rückgang der phosphorylierten Isoform 

auf das Basislevel führt. 

Nachdem der AT1-Rezeptor als Teil der Signalkaskade identifiziert werden konnte und 

indirekte Beeinflussung über Endothelin-1 ausgeschlossen wurde, erfolgte die 

Betrachtung der intrazellulären Signaltransduktion. Dabei wurde die Rolle von MAP-

Kinasen in der Regulation von Connexin 43 untersucht. Kultivierte neonatale 

Rattenkardiomyozyten wurden 24 Stunden mit 100 nM Angiotensin II und zusätzlich 

entweder 1) ohne Map-Kinase-Inhibitor als Kontrolle; 2) mit 25 µM MEK-Inhibitor PD 

98059; 3) mit 2 µM p38-Inhibitor SB 202190 und 4) mit 25 µM einer Negativkontrolle 

für MAP-Kinase-Inhibitoren, SB 202474, inkubiert. Um die Auswirkungen der Map-

Kinase-Inhibitoren auf das basale Level der Connexin 43 Expression in den 

Kardiomyozytenkulturen zu überprüfen, wurden zusätzlich Kulturen angelegt und mit 

den verschiedenen oben erwähnten Blockern behandelt, ohne eine Stimulation durch 

Angiotensin II vorzunehmen. 
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Abbildung 9: Konzentrations-Wirkungs-Kurve; Einfluss von Angiotensin II; Angiotensin II + 
Losartan und Angiotensin II + Endothelin A-Rezeptorantagonist BQ123 auf die Connexin 43-
Expression in neonatalen ventrikulären Rattenkardiomyozyten.  
Ordinate: Connexin 43 in % im Vergleich zu der Kontrollkultur; Abszisse: molare Angiotensin 
II-Konzentration. 
 

 

 

 
 
Abbildung 10: Konzentrations-Wirkungs-Kurve; Einfluss von Angiotensin II; Angiotensin II + 
Losartan und Angiotensin II + Endothelin A-Rezeptorantagonist BQ123 auf die Connexin 43-
Phosphorylierung in neonatalen ventrikulären Rattenkardiomyozyten.  
Ordinate: Verhältnis der phosphorylierten und der nicht-phosphorylierten Isoform von 
Connexin 43; Abszisse: molare Angiotensin II-Konzentration. 
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Die Analysen der Western-Blots zeigten, dass unter Kontrollbedingeungen alle MAP-

Kinase-Inhibitoren ineffektiv sind und das basale Level der Connexin 43-Expression 

nicht beeinflussen. In den mit Angiotensin II behandelten Zellen war ein Rückgang der 

vermehrten Connexin 43-Expression und Phosphorylierung zu den Ausgangswerten 

nachweisbar durch die Inhibierung beider untersuchter MAP-Kinasen, MEK und p 38. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 
 

 M 

 
45 kDa 

 
14 kDa 

 
66 kDa 

21 kDa 

(a) SB 202190 1 µM 

(b) PD 98059 25 µM 

(c) SB 202474 25 µM 
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Abbildung 11: Connexin 43-Expression und Phosphorylierung unter dem Einfluss von 
Angiotensin II und verschiedenen MAP-Kinase-Inhibitoren (Westernblot-Analysen). 
Primärkulturen ventrikulärer Rattenkardiomyozyten wurden mit 500nM Angiotensin II und 
zusätzlich mit dem MEK-Inhibitor PD 98059, dem p38-Inhibitor SB202190 sowie einer 
Ngativkontrolle für MAP-Kinase-Inhibitoren für 24 Stunden in den oben angegebenen 
Konzentrationen inkubiert. Negativkontrollen wurden mit dem gleichen MAP-Kinase-
Inhibitor-Set behandelt; M: Marker; K: Kontrolle. 
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4.4 Zusammenfassung - Ergebnisse 

Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass in kultivierten neonatalen 

Rattenkardiomyozyten die Connexine 40 und 43 in relevanten Mengen nachweisbar 

sind. Connexin 45 war nur in Spuren detektierbar. Die Synthese des kardialen Connexin 

43 ist regulierbar. Die Stimulation mit Angiotensin II führte zu einer vermehrten 

Expression. Die Synthese von Connexin 40 war durch Angiotensin II nicht zu 

beeinflussen. Nachweisbar war ebenfalls ein Effekt auf die Phosphorylierung. Neben 

der erhöhten Proteinexpression durch Angiotensin II war eine Zunahme der 

phosphorylierten Isoform ersichtlich. Die genannten Effekte waren durch den AT1-

Antagonisten Losartan blockierbar, die Endothelin 1-Rezeptorblockade blieb ohne 

Auswirkungen, das heißt, dass es sich bei den beobachteten Veränderungen tatsächlich 

um Angiotensin II vermittelte Wirkungen handelte, welche über den Angiotensin 1-

Rezeptor ablaufen. Die intrazelluläre Signaltransduktion beinhaltet MAP-Kinasen als 

second messenger. Sowohl die Inhibierung von MEK als auch der p 38 Proteinkinase 

durch die entsprechenden Blocker führte zum Rückgang der AT1-Rezeptor stimulierten 

Effekte, nämlich Erhöhung des Gehaltes und der Phosphorylierung von kardialem 

Connexin 43. Das bedeutet, beide Wege sind an der intrazellulären Signaltransduktion 

beteiligt. 
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5 Diskussion 

In der hier vorgelegten Arbeit wurden die Einflüsse des vasoaktiven Peptids 

Angiotensin II auf die Synthese kardialer Gap Junctions untersucht. Zur Durchführung 

der Experimente wurden neonatale ventrikuläre Rattenkardiomyozyten als 

Zellkulturmodell gewählt, wobei die Zellen aus 24-48 Stunden alten Tieren gewonnen 

wurden. Neonatale ventrikuläre Kardiomyozyten sind in der Erforschung von 

Einflüssen verschiedener Mediatoren auf die Expression und Regulation kardialer Gene 

ein allgemein anerkanntes Zellkulturmodell [Engelmann et al. 1993; Dodge et al. 1998]. 

Kultivierte neonatale ventrikuläre Rattenkardiomyozyten behalten die typischen 

Gegebenheiten im Vergleich zu nativen Zellen bei, insbesondere im Hinblick auf die 

Verteilung und Funktion kardialer Gap Junctions, sie sind daher ein gut geeignetes 

Modell für Untersuchungen bezüglich der Expression und Funktion von Gap Junction 

Kanälen [Kwak et al. 1999]. 

Nach Isolation der Zellen wurden diese über 7 Tage kultiviert. Bereits am ersten Tag 

kontrahieren die Kardiomyozyten spontan, aber irregulär. Nach 7 Tagen in Kultur 

kontrahieren die konfluenten Zellen synchron. Ebenfalls bereits am ersten Tag wird 

Connexin 43 m-RNA exprimiert, diese Expression hält über mindestens 7 Tage an, 

ebenso ist bekannt, dass der Gehalt an Connexin 43 sowie das Verhältnis der 

phosphorylierten zur nicht phosphorylierten Isoform über den genannten Zeitraum 

zunimmt [Oyamada et al. 1994].  

Im Gegensatz dazu beantworten adulte ventrikuläre Kardiomyozyten Wachstumsstimuli 

mit Hypertrophie, nicht jedoch mit Proliferation [Schluter und Piper 1999]. Des 

Weiteren regulieren kultivierte adulte Kardiomyozyten Connexine hinunter, über ca. 3-5 

Tage, um dann in einen embryonalen Phänotyp überzugehen und die Connexine über 

das Ausgangsniveau hochzuregulieren. Somit sind adulte Kardiomyozyten für 

Connexin-Expressionsuntersuchungen eher ungeeignet [Polontchouk et al. 2002].  

 

Der Nachweis der Connexine 40 und 43 erfolgte mittels Western-Blot-Analysen und 

immunhistochemischen Untersuchungen. Die Immunodetektion mittels Western-Blot ist 

als indirekte immunologische Nachweismethode in erster Linie von der Spezifität und 

Qualität der Primärantikörper abhängig. Es fanden monoklonale Antikörper der Firma 

Chemicon zum Nachweis der Connexine 43 und 45 Verwendung. Die Detektion von 

Connexin 40 erfolgte mittels eines polyklonalen Antikörpers, freundlicherweise 

bereitgestellt von Dr.Haefliger, Lausanne. Die Gefahr polyklonaler Antiseren besteht in 
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unspezifischen Reaktionen mit fremden Proteinen, da neben dem spezifischen 

Antikörper unspezifische Immunglobuline enthalten sind. Der von uns verwendete 

Antikörper richtet sich gegen die Aminosäuren 231-330 von Connexin 40 und weist in 

Western-Blots Connexin 40 spezifisch nach, wobei sich eine Bande bei 40 kDa 

zeigt.[Haefliger et al. 2001]. An transfizierten HeLa-Zellen ( HeLa-Cx43, HeLa-Cx40) 

wurde eine Kreuzreaktion ausgeschlossen. 

In den durchgeführten Experimenten sind die Connexine 40 und 43 mittels der 

genannten Antikörper im Western-Blot der kultivierten neonatalen 

Rattenkardiomyozyten deutlich nachweisbar. Ebenso zeigten sich in den Präparaten der 

Immunfluoreszemzmikroskopie den Connexinen entsprechende Fluoreszenzen im 

Bereich der Zellmembranen. Connexin 45 war mit beiden Nachweismethoden nur in 

Spuren detektierbar. Immunhistochemisch zeigten sich vereinzelt punktförmige 

Fluoreszenzen, ebenfalls im Bereich der Zellmembranen, die jedoch weniger als 1 % 

der Membranlänge ausmachten. Diese Ergebnisse sind vereinbar mit Studien der letzten 

Jahre, in denen Connexin 45 mittels Western-Blots nicht oder nur sehr schwach 

detektierbar war [Coppen et al. 1998; Alcolea et al. 1999]. Im Kontrast dazu stehen die 

Auswertungen älterer Untersuchungen, in denen Connexin 45 in ausreichend 

quantifizierbarer Menge in ventrikulären Kardiomyozyten nachweisbar war [Kanter et 

al. 1992; Darrow et al. 1995; Darrow et al. 1996]. Diese sehr unterschiedlichen 

Aussagen beruhen möglicherweise auf der Verwendung unspezifischer 

Primärantikörper gegen Connexin 45 in früheren Untersuchungen. Es konnte gezeigt 

werden, dass Kreuzreaktionen der Connexin 45-Antikörper mit Epitopen von Connexin 

43 stattfanden, was zu einem fälschlichen Nachweis von Connexin 45 führte[Coppen et 

al. 1998]. Der Einsatz neuerer Antikörper gegen Connexin 45 mit hoher Spezifität 

führte zu den genannten Aussagen der Studien der letzten Jahre. Aufgrund der 

fehlenden Quantifizierbarkeit von Connexin 45 in den Ergebnissen der hier 

vorgestellten Arbeit wurde in den weiteren Experimenten Connexin 45 nicht weiter 

berücksichtigt und Untersuchungen ausschließlich mit Antikörpern gegen Connexin 40 

und 43 durchgeführt.  

 

Für die Dauer der Inkubation mit Angiotensin II wurde sich für eine Zeitspanne von 24 

Stunden entschieden. Bereits in früheren Arbeiten [Darrow et al. 1996] zeigte sich diese 

Dauer als gut geeignet, Einflüsse von Proliferationsstimuli zu beurteilen. Kürzere 

Inkubationszeiten führten zu einem statistisch nicht signifikanten Anstieg der Connexin 



40 

43-Expression [Dodge et al. 1998]. Die Halbwertszeit von Connexin 43 in der 

Zellmembran beträgt 1-2 Stunden. Ein kompletter Austausch der Connexine innerhalb 

von 24 Stunden ist daher annehmbar [Laird et al. 1991], und die Effekte der Inkubation 

gut beurteilbar. 

Die Experimente wurden mit verschiedenen Konzentrationen von Angiotensin II 

durchgeführt. Diese wurden so gewählt, um den Bedingungen in vivo möglichst nahe zu 

kommen. Angiotensin-Konzentrationen zwischen 10 nM und 100 nM sind vergleichbar 

mit denen in kardialem Gewebe unter pathophysiologischen Bedingungen [Polontchouk 

et al. 2002]. Außerdem entsprechen die von uns verwendeten Konzentrationen den 

Werten, welche in früheren Studien angewandt wurden [Neyses et al. 1993]. 

 

Ziel der im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen war die Beurteilung 

des Einflusses von Angiotensin II auf die Synthese kardialer Gap Junctions. 

Nach Inkubation der über 7 Tage kultivierten neonatalen Rattenkardiomyocyten mit 

Angiotensin II in Konzentrationen zwischen 10 nM und 1000 nM zeigt sich eine 

konzentrationsabhängige deutliche Steigerung der Connexin 43 Expression. Bereits 24-

stündige Inkubation mit 100 nM Angiotensin II führt zu einer Verdreifachung des 

Gehaltes an Connexin 43 im Vergleich zu Kontrollzellkulturen. Die pEC 50 liegt bei 

7,42 ± 0,38, was bedeutet, dass diese Effekte im in-vivo relevanten 

Konzentrationsbereich auftreten. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit früheren 

Studien, in denen die Rolle von Angiotensin II im Hinblick auf Gap Junction Proteine 

untersucht wurde [Dodge et al. 1998; Shyu et al. 2001]. Um der Frage nachzugehen, 

inwieweit die Expression von Connexin 40 durch Angiotensin II regulierbar ist, wurden 

die mit Angiotensin II in den verschiedenen Konzentrationen inkubierten ventrikulären 

Kardiomyozyten hinsichtlich ihres Gehaltes an Connexin 40 untersucht. Dabei zeigte 

sich, dass im Gegensatz zu Connexin 43 Connexin 40 durch Angiotensin II nicht 

beeinflussbar ist. Die Regulierung der Gap Junction Proteine Connexin 40 und 

Connexin 43 erfolgt also differentiell. Die differentielle Regulierung verschiedener Gap 

Junction Proteine wurde bereits früher untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass 

chronisches Vorhofflimmern zu einem deutlichen Anstieg der Expression von Connexin 

40 im Vorhofmyokard führt, wohingegen eine Beeinflussung von Connexin 43 nicht 

nachgewiesen werden konnte [Polontchouk et al. 2001].  
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Connexin 43 kommt in 3 verschiedenen Isoformen vor, welche einer nicht 

phosphorylierten Isoform, einer einfach phosphorylierten Isoform und einer mehrfach 

phosphorylierten Isoform entsprechen [Laird et al. 1991; Kwak et al. 1995]. Die 

verschiedenen Phosphorylierungsgrade weisen ein Molekulargewicht zwischen 41 und 

46 kDa auf. Funktion und Lebensdauer der Connexine einschließlich Transport 

innerhalb der Zelle, Ein- und Ausbau in der Membran, Abbau und Kontrolle der 

Kanalöffnung sind zumindest teilweise von der Phosphorylierung abhängig [Musil und 

Goodenough 1991; Lampe und Lau 2000; Salameh et al. 2006]. In den Analysen der im 

Rahmen der hier vorgestellten Arbeit durchgeführten Western-Blots präsentiert sich 

Connexin 43 als Doppelbande mit Molekulargewichten im Vergleich zum Standard-

Proteinmarker zwischen 41 und 46 kDa. Es zeigt sich neben der bereits beschriebenen 

Stimulation der Expression von Connexin 43 eine ebenfalls dosisabhängige Steigerung 

der Phosphorylierung von Connexin 43 durch Angiotensin II.   

 

 

Bereits in früheren Arbeiten [Dodge et al. 1998] konnte eine Inhibierung von 

Angiotensin II-vermittelten Effekten durch den AT1-Rezeptor-Antagonisten Losartan 

gezeigt werden. 

Losartan war der erste synthetisierte AT1-Rezptorantagonist, welcher chemisch auf 

einem Imidazolring aufgebaut ist, es war außerdem der Erste, welcher in der klinischen 

Praxis eingesetzt wurde [Wong et al. 1991]. Die Selektivität für den AT1-Rezeptor ist 

3000 mal höher als für den AT2-Rezeptor. Losartan gilt in der Literatur als Standard 

Rezeptor-Antagonist bei Untersuchungen des AT1-Rezeptors, wobei er als reiner 

kompetitiver Antagonist agiert. [Chung und Unger 1998; Guo et al. 1998]  

Um zu klären, ob die dargestellten Veränderungen unserer Untersuchungen ebenfalls 

über den AT1-Rezeptor vermittelt werden, wurden den Kulturen zusätzlich zu den 

verschiedenen Angiotensin II Konzentrationen 100 nM Losartan zugesetzt, zur 

Kontrolle wurden Zellen mit 500 nM Angiotensin II ohne Zusatz des Rezeptorblockers 

inkubiert. Es zeigte sich ein Rückgang der erhöhten Connexin 43 Expression auf basale 

Level bei zusätzlicher Inkubation mit Losartan, so dass eine Signaltransduktion via 

Angiotensin 1-Rezeptor annehmbar ist. 

Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass andere Gq/11 gekoppelte Rezeptoren 

ebenfalls zu einer erhöhten Expression von Connexin 43 bei gleich bleibender 

Expression von Connexin 40 führen. Insbesondere α- und β- adrenerge Stimulation 
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sowie die Aktivierung des ETA-Rezeptors führen ebenfalls zu den genannten 

Veränderungen [Polontchouk et al. 2002; Salameh et al. 2006]. Möglicherweise handelt 

es sich hierbei also um ein generelles Prinzip Gq/11 gekoppelter Rezeptoren. Allerdings 

müssten weitere Studien durchgeführt werden, um diese These zu untermauern. 

 

Nach Aktivierung durch Angiotensin II kommt es in verschiedenen Zellen, darunter 

auch Kardiomyozyten und Fibroblasten, zu einer Hochregulierung der Endothelin 1-

Expression [ Pönicke et al. 1997 ]. Es ist ebenfalls nachgewiesen, dass Endothelin 1 die 

Synthese kardialer Gap Junction beeinflusst und an einer vermehrten Expression von 

Connexin 43 in kultivierten neonatalen Rattenkardiomyozyten beteiligt ist. Dabei zeigte 

sich, dass die Erhöhung des Gehaltes an Connexin 43 über den Endothelin-A-Rezeptor 

vermittelt wird und durch den Rezeptorantagonisten BQ 123 inhibierbar ist 

[Dissertation M. Jackels 2003]. Es besteht die Möglichkeit, dass die beobachteten 

Effekte im Sinne einer vermehrten Expression und Phosphorylierung von Connexin 43 

bei fehlender Beeinflussbarkeit von Connexin 40 keine Angiotensin II vermittelten 

Effekte im engeren Sinn sind, sondern sekundär über Endothelin 1 durch vermehrte 

Produktion dieses Mediators ausgelöst werden. Um dieser Frage nachzugehen, wurde 

ein Versuchsaufbau gewählt, bei welchem die neonatalen ventrikulären 

Rattenkardiomyozyten zusätzlich zu den verschiedenen Konzentrationen von 

Angiotensin II mit dem Endothelin-A-Rezeptorantagonisten BQ123 inkubiert wurden, 

dabei wurde die als wirksam erwiesene Konzentration früherer Untersuchungen 

beibehalten (Dissertation M. Jackels 2003) [Polontchouk et al. 2002]. 

Es zeigte sich, dass Expression und Phosphorylierung des Connexin 43 mit steigender 

Angiotensin II Konzentration zunehmen, auch wenn der Endothelin-A-

Rezeptorantagonist BQ123 in wirksamer Konzentration zugesetzt wurde. Damit kann 

die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die demonstrierten Effekte einer 

Angiotensin II Inkubation bei kultivierten neonatalen ventrikulären 

Rattenkardiomyozyten nicht auf einer sekundär gesteigerten Endothelinproduktion 

beruhen, sondern als tatsächlich und direkt Angiotensin II-vermittelt angesehen werden 

müssen.  

 

 

Die Mitglieder der mitogen-activated-protein (MAP)-Kinase Familie sind ubiquitär 

verbreitete Proteinkinasen, welche in verschiedensten Geweben exprimiert werden und 
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deren Aktivierung die Antwort auf eine große Anzahl von extrazellulären Stimuli 

darstellt. Es konnte gezeigt werden, dass MAP-Kinasen an der Regulierung von 

Wachstum und Differenzierung, an Zellhypertrophie und Apoptose beteiligt sind 

[Huckle und Earp 1994; Takahashi und Berk 1998; Adams und Brown 2001]. Als 

bekannte second messenger überführen MAP-Kinasen extrazelluläre Signale in den 

Zellkern. Bereits in früheren Untersuchungen konnte eine Aktivierung verschiedener 

MAP-Kinasen durch Angiotensin II gezeigt werden [Huang et al. 1996; Kubo et al. 

2000; Kubo et al. 2001] Die Rolle der MAP-Kinase-Aktivierung im Hinblick auf die 

Expression kardialer Gap Junction Proteine ist bislang weitgehend unklar. Um diesen 

Signaltransduktionsweg weiter zu differenzieren, wurden Experimente durchgeführt, 

um zu überprüfen, inwieweit die durch Angiotensin II vermittelte Steigerung der 

Expression und Phosphorylierung von Connexin 43 in kultivierten ventrikulären 

neonatalen Rattenkardiomyozyten die Aktivierung von MAP-Kinasen beinhaltet. Dabei 

wurden spezifische Inhibitoren für MAP-Kinasen verwendet. PD 98059 blockiert 

spezifisch die MEK MAP-Kinase in einer Dosierung von 25 µM, SB 202190 inhibiert 

die p38 MAP-Kinase. Die Untersuchungen wurden sowohl an mit Angiotensin II 

inkubierten Zellen als auch an unbehandelten Kardiomyozyten durchgeführt, um 

zusätzlich den Effekt der MAP-Kinase-Inhibitoren auf das basale Level von Connexin 

43 zu überprüfen. Durch Auswertung der Western-Blot-Analysen konnte gezeigt 

werden, dass alle Map-Kinase-Inhibitoren bei den Kontrollkulturen ineffektiv waren, 

wohingegen die gesteigerte Expression und Phosphorylierung von Connexin 43 in den 

mit Angiotensin II inkubierten neonatalen Kardiomyozyten durch beide MAP-Kinase-

Blocker verhindert werden konnte. Diese Ergebnisse deuten auf die Involvierung 

mehrerer Signaltransduktionswege hin, die die Aktivierung beider MAP-Kinasen, MEK 

und p38 beeinhalten. 

 

 

Neben der vermehrten Expression und Phosphorylierung des Gap Junction Proteins 

Connexin 43 durch Angiotensin II wurde im Rahmen der hier vorgestellten Arbeit auch 

die funktionelle Relevanz der dargstellten Ergebnisse untersucht. Fraglich ist dabei, ob 

der vermehrte Connexin 43-Gehalt und die gesteigerte Phosphorylierung der Proteine 

auch zur Ausbildung einer erhöhten Anzahl funktionsfähiger Gap Junction Kanäle führt. 

Die Gap Junction Leitfähigkeit wurde bereits früher unter verschiedenen Bedingungen 

gemessen [Dhein et al. 2002]. Mittels der Double Cell Patch Clamp Experimente wurde 
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elektrische Kopplung an Zellpaaren gemessen, wobei sich an mit Angiotensin II 

inkubierten Zellen eine Verdopplung der elektrischen Kopplung demonstrieren ließ 

[Polontchouk et al. 2002].  

Damit scheint die vermehrte Expression und Phosphorylierung des Gap Junction 

Proteins Connexin 43 auch eine vermehrte Ausbildung von funktionstüchtigen Gap 

Junction Kanälen zu Folge zu haben.  

 

Viele Herzmuskelerkrankungen führen zu Arrhythmien. Bereits in früheren 

Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass sich unter pathophysiologischen 

Bedingungen die Connexinexpression sowie die Verteilung der Gap Junctions im 

Myokard verändert [Saffitz 1997; Kostin et al. 2003]. Eine häufige Beobachtung ist die 

Umverteilung der Gap Junctions von den Glanzstreifen (End-zu-End- Verbindungen 

zum lateralen Zellrandrand [Smith et al. 1991], in Randzonen von Myokardinfarkten 

wurden weniger Gap Junctions gefunden als im gesunden Myokard [Severs 1994], bei 

Herzmuskelhypertrophie zeigte sich die oben beschriebene Umverteilung der Gap 

Juctions sowie eine Zunahme des Gehaltes an Connexin 43 [Emdad et al. 2001], 

Umverteilungen der Gap Junctions konnten ebenso bei hypertropher Kardiomyopathie 

nachgewiesen werden [Sepp et al. 1996]. Die Veränderungen der Gap Junctions in 

Anzahl und Verteilung werden als anatomisches Substrat von Arrhythmien gesehen 

[Kirchhoff et al. 1998; Severs 2001; Severs et al. 2004].  

 

Analog zu den hier vorgestellten Ergebnissen wurde auch in anderen Experimenten eine 

Erhöhung des Expressionslevels von Connexin 43 in kultivierten neonatalen 

Rattenkardiomyozyten durch Stimulation mit Angiotensin II nachgewiesen. Dabei 

zeigte sich, wie in dieser Arbeit auch, eine deutliche Zunahme der Gap Junctions in der 

Immunfluoreszenzmikroskopie [Dodge et al. 1998]. Veränderungen der Konzentration 

von Wachstumshormonen und second-messenger, wie sie im Rahmen von 

Kardiomyopathien verschiedenster Genesen unter anderem für Angiotensin II bekannt 

sind, haben offensichtlich einen Einfluss auf die Synthese und Verteilung von Gap 

Junctions [Shyu et al. 2001]. 

Es konnte in den Untersuchungen des Double Cell Patch Clamp eine verdoppelte 

elektrische Kopplung der mit Angiotensin II inkubierten Kardiomyozyten demonstriert 

werden, so dass auch eine funktionelle Beeinflussung im Sinne einer veränderten 
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metabolischen und elektrischen Kopplung via Gap Junction-Kanäle unter (patho-) 

physiologischen Bedingungen anzunehmen ist [van Rijen et al. 2000; Yao et al. 2003]. 

In scheinbarem Gegensatz zu den genannten Beobachtungen stehen Untersuchungen, in 

denen gezeigt werden konnte, dass die vermehrte Phosphorylierung von Connexin 43 zu 

einer verminderten Einzelkanalleitfähigkeit der Gap Junctions führt [Warn-Cramer et al. 

1998; Cottrell et al. 2003]. Diese ist wahrscheinlich davon abhängig, welche 

Aminosäure des C-Terminus phosphoryliert wurde [Salameh und Dhein 2005]. Die 

Involvierung von MAP-Kinasen wurde bei diesen Experimenten als second messenger 

mit nachfolgend vermehrter Phosphorylierung nachgewiesen. Entscheidend ist, dass 

durch Angiotensin II die Expression und Phosphorylierung von Connexin 43 steigt und 

damit die Anzahl der Kanäle zunimmt, die MAP-Kinase vermittelte (Über-) 

phosphorylierung jedoch zu einer verminderten Öffnungswahrscheinlichkeit der Kanäle 

führt [Cottrell et al. 2003]. Der dadurch entstehende funktionelle Antagonismus 

erscheint regeltechnisch sinnvoll, da auf diesem Wege eine sensible und genaue 

Gleichgewichtseinstellung möglich wäre. Vor dem Hintergrund der arrhythmogenen 

Wirkung einer zu starken Kopplung scheint diese gegenläufige Regulierbarkeit 

vorteilhaft [Rohr et al. 1997]. 

Die grundsätzlich mögliche differentielle Regulierung der Connexine ist denkbar, da die 

Stimulation durch Angiotensin II selektiv für die Expression und Phosphorylierung von 

Connexin 43 ist, Connexin 40 bleibt unbeeinflusst. Somit ist dieser Vorgang dynamisch 

und nicht statisch. Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass interzelluläre 

Kommunikation via Gap Junction verschiedenen Anforderungen angepasst werden 

kann. 

Vorhofflimmern ist die häufigste kardiale Arrhythmie, über 1 % der Bevölkerung ist 

daran erkrankt. Die Inzidenz steigt mit zunehmendem Alter, außerdem wird das 

Auftreten durch Risikofaktoren wie rheumatische oder ischämische Herzerkrankung, 

Hypertonie oder Herzinsuffizienz verschiedener Genese begünstigt. In vielen Fällen 

kann jedoch keine spezielle Ursache gefunden werden. Vorhofflimmern jedweder 

Genese führt zu Veränderungen der elektrophysiologischen Eigenschaften mit einer 

reduzierten effektiven Refraktärzeit, Aktionspotentialdauer und 

Leitungsgeschwindigkeit, was zur Stabilisierung und zur Fortdauer  von Re-entrant- 

Kreisen führt [Jalife et al. 1999; Wetzel et al. 2005]. Damit verbunden sind strukturelle 

Änderungen auf Vorhofebene wie exzessive interstitielle Fibrose, Vorhofvergrößerung 

und Hypertrophie [Shi et al. 2002]. Veränderungen der Verteilung von Gap Junctions 
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und der Connexin-Expression sind die Basis für die elekrophysiologischen 

Umbauvorgänge, wie sie bei chronischem Vorhofflimmern auftreten [Polontchouk et al. 

2001; Wetzel et al. 2005]. Es konnte gezeigt werden, dass Vorhofflimmern zu einer 

vermehrten Expression sowohl von Connexin 40, als auch von Connexin 43 im 

menschlichen linken Vorhof führt [Wetzel et al. 2005]. Die Expression von Connexin 

40 ist unter diesen Bedingungen auch im rechten Vorhof erhöht. Auch die Verteilung 

der Gap Junctions auf Vorhofebene ändert sich dramatisch [Polontchouk et al. 2001].  

Auf die Bedeutung des Renin-Angiotensin-Systems in der Pathophysiologie des 

ventrikulären Remodeling wurde bereits eingegangen. Es konnte jedoch ebenfalls 

gezeigt werden, dass der ACE-Hemmer Enalapril atriale Fibrose und atriales 

Remodeling, welches im Rahmen von experimentell erzeugtem Vorhofflimmern auftrat, 

signifikant verringert [Shi et al. 2002]. Dies ist ein Hinweis darauf, dass das Renin-

Angiotensin-System möglicherweise durch Beeinflussung von Gap Junctions im 

Bereich der Herzvorhöfe zum Auftreten und zur Fortdauer von Vorhofflimmern 

beiträgt. 

 

Eine endgültige pathophysiologische Interpretation der beschriebenen Ergebnisse ist an 

dieser Stelle noch nicht möglich, da in der Pathophysiologie der Herzinsuffizienz neben 

Angiotensin II auch andere Mediatoren wie Katecholamine, Endothelin, 

Tumornekrosefaktor alpha und weitere wirksam werden. Eine gegenseitige positive wie 

negative Beeinflussung ist denkbar [Golfman et al. 1993; Adams und Brown 2001]. 

Alle Mediatoren wirken in vivo weit länger als 24 Stunden auf das Gewebe ein, d.h. 

Langzeitwirkungen nach Exposition über Monate oder Jahre sind im Rahmen dieser 

Arbeit nicht abschätzbar. 
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6 Zusammenfassung 

 

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System repräsentiert eines der phylogenetisch 

ältesten Hormonsysteme. Angiotensin II ist einer der wichtigsten Mediatoren im Körper 

für Blutdruckregulation, Aldosteronausschüttung und Natriumreabsorption. 

Erkenntnisse über die Bedeutung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems im 

Hinblick auf die Pathogenese kardiovaskulärer Erkrankungen rücken jedoch immer 

mehr in den Focus und ändern die traditionelle Sicht auf die Rolle des Angiotensin II. 

Mittlerweile ist generell akzeptiert, dass Angiotensin II an der Regulierung der 

Expression unter anderem von Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Chemokinen von 

Zellen beteiligt ist und somit Vorgänge wie Wachstum und Apoptose, Fibrose und 

Inflammation mit steuert. 

Im Rahmen kardialer Erkrankungen, insbesondere bei ischämischen und dilatativen 

Kardiomyopathien unterliegt der linke Ventrikel einem chronischen Umbauprozess, 

welcher durch Kammerdilatation, myokardialer Hypertrophie sowie Veränderungen der 

Extrazellulärmatrix gekennzeichnet ist – dem ventrikulären Remodeling. Hierbei spielt 

Angiotensin II eine entscheidende Rolle. Viele Studien der vergangenen Jahre belegen 

eindrucksvoll den Nutzen des Einsatzes von ACE-Hemmern in der Therapie der 

Herzinsuffizienz.  

Die beschriebenen strukturellen Veränderungen des Myokards gehen mit Anormalitäten 

der Erregungsleitung einher. Basis für die Kommunikation benachbarter Zellen und die 

Formung eines Synzythiums sind, neben der Freisetzung von chemischen Transmittern 

und Mediatoren, Gap Junctions. Durch sie wird eine direkte chemische und elektrische 

Kopplung realisiert. Diese direkte Kopplung ist entscheidend für die Funktion vieler 

Gewebe und Organe, insbesondere bei der Erregungsübertragung im Herz spielen sie 

eine wichtige Rolle.  

Gap Junctions sind polymere Strukturen, welche aus 12 Proteinen bestehen, die 

Connexine genannt werden. Die Bezeichnung der Connexine korrespondiert mit deren 

Molekulargewicht. Die Connexin-Familie umfasst mindesten 15 Isoformen, von denen 

die Isoformen Connexin 37 (Cx37), Connexin 40 (Cx40), Connexin 43 (Cx43), 

Connexin 45 (Cx45) und Connexin 46 (Cx46) im Herzkreislaufsystem von Säugetieren 

exprimiert werden. Sechs Connexin-Moleküle bilden einen Hemikanal, auch Connexon 

genannt. Durch Andocken zweier Hemikanäle benachbarter Zellen entsteht ein 

funktioneller Kanal. 
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Beeinflussung kardialer Gap Junctions durch 

Angiotensin II untersucht. Dabei wurde mit Zellkulturen neonataler 

Rattenkardiomyozyten gearbeitet. Es konnte gezeigt werden, dass die Connexine 40 

und 43 in relevanten Mengen in den kultivierten Kardiomyozyten exprimiert 

werden. Connexin 45 ließ sich nur in Spuren detektieren.  Stimulation der Zellen mit 

Angiotensin II über 24 Stunden führte zu einem signifikanten Anstieg der 

Expression von Connexin 43, Connexin 40 blieb durch die Stimulation mit 

Angiotensin II  unbeeinflusst. Ebenfalls nachweisbar war ein Effekt auf die 

Phosphorylierung, neben der erhöhten Proteinexpression durch Angiotensin II war 

eine Zunahme der phosphorylierten Isoform von Connexin 43 ersichtlich.  Funktion 

und Lebensdauer der Connexine einschließlich Transport innerhalb der Zelle, Ein- 

und Ausbau in der Membran, Abbau und Kontrolle der Kanalöffnung sind 

zumindest teilweise von der Phosphorylierung abhängig.  

Angiotensin II vermittelt seine Wirkungen über zwei Hauptrezeptoren, den AT1-

Rezeptor und den AT2-Rezeptor. Im kardiovaskulären System spielt der AT1-

Rezeptor die  Hauptrolle, über ihn werden die weithin bekannten Angiotensin II 

Wirkungen wie Vasokonstriktion, Proliferationsreize oder Hypertrophie der glatten 

Muskulatur und der Kardiomyozyten vermittelt. Es konnte gezeigt werden, dass die 

erhöhte Expression und Phosphorylierung von Connexin 43 ebenfalls AT1-Rezeptor 

vermittelt sind. Zugabe des Rezeptor-Antagonisten Losartan blockiert die 

beschriebenen Effekte. Die Endothelin-Rezeptorblockade blieb ohne Auswirkungen, 

das bedeutet, eine durch Angiotensin II induzierte Endothelin-Produktion ist nicht 

für die vermehrte Expression und Phosphorylierung von Connexin 43 

verantwortlich. 

Die intrazelluläre Signaltransduktion beinhaltet MAP-Kinasen als second 

messenger. Sowohl die Inhibierung der MEK als auch der p38 Proteinkinase durch 

die entsprechenden Blocker führt zum Rückgang der AT1-Rezeptor vermittelten 

Wirkungen. Das bedeutet, beide Wege sind an der Signaltransduktion beteiligt. 

Fluoreszenzmikroskopische Bilder untermauern die anhand von Western-Blots 

gemachten Erkenntnisse. Zur Beurteilung der funktionellen Relevanz wurden mit 

Hilfe des Double Cell Patch Clamp Verfahrens Messungen durchgeführt, welche 

eine erhöhte Gap Junction Leitfähigkeit und damit eine erhöhte Kopplung der Zellen 

nach Stimulation mit Angiotensin II bestätigten. 



49 

Die Ergebnisse der vorgelegten Arbeit deuten also auf eine Beeinflussung kardialer 

Gap Junctions durch Angiotensin II hin, was möglicherweise große klinische 

Relevanz im Hinblick auf die Entstehung von Herzrhythmusstörungen hat. Weitere 

Untersuchungen sind jedoch notwendig, um eine abschließende 

pathophysiologische Interpretation zu ermöglichen. In vivo wirken eine Vielzahl 

von Mediatoren wie Katecholamine, Tumornekrosefaktor alpha oder Endothelin 

neben Angiotensin II auf die Kardiomyozyten ein, außerdem dauert die Stimulation 

weitaus länger als 24 Stunden. Trotz dieser Einschränkungen ermöglicht die 

weiterführende Erforschung von Gap Junctions möglicherweise zukünftig eine 

Pharmakotherapie, mit der durch gezielte Öffnung oder Schließung von Kanälen, 

vermehrter oder reduzierter Expression von Connexinen, eine wirksame Behandlung 

potentiell lebensbedrohlicher Herzrhythmusstörungen erreicht wird. 
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8 Thesen 
 
1. Interzelluläre Kommunikation stellt die Basis für die intakte Funktion von 

Geweben und Organen. Neben der zellulären Kommunikation, die durch 

Freisetzung von chemischen Transmittern, Hormonen und Mediatoren realisiert 

wird, spielt die direkte elektrische und chemische Kopplung von Zellen via Gap 

Junctions eine wichtige Rolle für die Organisation von Geweben und die Formung 

eines elektrischen Synzythiums. 

 

2. Gap Junctions sind polymere Strukturen, welche aus 12 Proteinen bestehen, die 

Connexine genannt werden. Die Bezeichnung der Connexine korrespondiert mit 

deren Molekulargewicht. Sechs Connexinmoleküle bilden einen Hemikanal, auch 

Connexon genannt. Durch Andocken zweier Hemikanäle benachbarter Zellen 

entsteht ein funktioneller Kanal. 

 

3. Patienten mit kardialen Erkrankungen, insbesondere nach Myokardinfarkt, sind 

von Arrhythmien bedroht. Die Alteration von Gap Junctions geht mit der 

Entstehung von Arrhythmien einher. 

 

4. Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System mit seinem Effektor-Peptid 

Angiorensin II  repräsentiert eines der phylogenetisch ältesten Hormonsysteme. 

Angiotensin II ist einer der wichtigsten Mediatoren des Körpers für 

Blutdruckregulation, Aldosteronausschüttung und Natriumreabsorption. Jedoch 

spielt Angiotensin II auch im Hinblick auf die Pathogenese kardiovaskulärer 

Erkrankungen eine entscheidende Rolle. 

 

5. In der hier vorgelegten Arbeit wurde die Beeinflussung kardialer Gap Junctions 

durch Angiotensin II untersucht. Dabei wurde der Frage nachgegangen, in wieweit 

die kardialen Connexine 40, 43 und 45 in einem Zellkulturmodell neonataler 

Rattenkardiomyozyten beeinflussbar sind, ob und welche Rolle Angiotensin II 

dabei einnimmt. Weiterhin wurde die Signaltransduktionskaskade untersucht. 

 

6. Für die Experimente wurden wurden Zellkulturen aus neonatalen 

Rattenkardiomyozyten gewählt, da dieses Modell als gut vergleichbarer 

Literaturstandard gilt. Vor der Inkubation über 24 Stunden mit Angiotensin II und 
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den verschiedenen Pharmaka wurden die Herzmuskelzellen über 7 Tage kultiviert. 

Nach Zelllysis und Gesamtproteinbestimmung wurden die Proteine 

elektrophoretisch mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und durch Western-

Blots dem immunologischen Nachweis der einzelnen Connexine zugänglich 

gemacht. Zusätzlich wurden fluoreszenzmikroskopische Bilder angefertigt. Die 

funktionellen Aspekte der durchgeführten Experimente wurden mit Hilfe des 

Double Cell Patch Clamp Verfahrens beurteilt. 

 

7. Es konnte gezeigt werden, dass in kultivierten neonatalen Rattenkardiomyozyten 

die Connexine 40 und 43 in relevanten Mengen exprimiert werden. Connexin 45 

wurde nur in Spuren nachgewiesen. 

 

8. Nach  Inkubation mit Angiotensin II zeigte sich eine signifikante Steigerung des 

Gehaltes an Connexin 43, Connexin 40 war nicht durch Angiotensin II 

beeinflussbar. Ebenfalls ersichtlich war ein Effekt auf die Phosphorylierung: 

Neben der erhöhten Proteinexpression durch Angiotensin II war eine Zunahme der 

phosphorylierten Isoform von Connexin 43 ersichtlich. 

 

9. Die beschriebenen Effekte sind AT1-Rezeptor vermittelt. Alle durch Angiotensin 

II ausgelösten Veränderungen waren durch den AT1-Rezeptor-Antagonisten 

Losartan blockierbar. Die Endothelin-Rezeptorblockade blieb ohne 

Auswirkungen, das bedeutet, eine durch Angiotensin II induzierte Endothelin-

produktion ist nicht für die vermehrte Expression und Phosphorylierung von 

Connexin 43 verantwortlich. 

 

10. Die intrazelluläre Signaltranduktion beinhaltet MAP-Kinasen als second 

messenger. Sowohl die Inhibierung von MEK als auch der p38 Proteinkinase 

durch die entsprechenden Blocker führte zum Rückgang der Angiotensin II 

vermittelten Effekte. Somit sind beide Wege an der intrazellulären 

Signaltransduktion beteiligt. 

 

11. Die funktionelle Relevanz zeigte sich im Double Cell Patch Clamp Verfahren. 

Nach 24-stündiger Stimulation der Zellen mit Angiotensin II konnte ein 
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signifikant erhöhter Gap Junction Leitwert gemessen werden, was einer erhöhten 

Leitfähigkeit und damit Kopplung der Zellen entspricht. 

 

12. Da in der Pathophysiologie der Herzinsuffizienz und bei der Entstehung kardialer 

Arrhythmien neben Angiotensin II auch andere Mediatoren wie Katecholamine, 

Endothelin, Tumornekrosefaktor alpha und andere wirksam werden, und alle 

Mediatoren in vivo weit länger als 24 Stunden auf das Gewebe einwirken, sind 

weitere Studien notwendig, um positive wie negative Beeinflussungen der 

Mediatoren gegenseitig sowie Langzeitwirkungen abzuschätzen. 

 

13. Obwohl eine endgültige pathophysiologische Interpretation der Ergebnisse der 

vorgelegten Arbeit noch nicht möglich ist, öffnet die Erforschung und die 

Möglichkeit der pharmakologischen Beeinflussung von Gap Junctions doch neue 

Perspektiven im Hinblick auf die Behandlung verschiedenster Erkrankungen, 

insbesondere auch kardialer Arrhythmien. Der positive Einfluss von ACE-

Hemmern auf Mortalität und kardiales Remodeling im Rahmen der 

Herzinsuffizienz ist bekannt. Weiterführende Erforschung kardialer Gap Junctions 

stellt möglicherweise in Zukunft die Mittel bereit, über eine gezielte 

pharmakologische Beeinflussung der Öffnung oder Schließung der Kanäle eine 

wirksame Behandlung von Herzrhythmusstörungen durchzuführen. 
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