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Referat

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob Hypothermie oder Hyperthermie die
Effektivitdt und die Potenz von Histamin zur Steigerung der Kontraktionskraft tber
humane Hx-Rezeptoren beeinflussen. Um diesen kardialen Effekt erforschen zu kdnnen,
wurde ein etabliertes transgenes Mausmodell, welches den humanen H-Histamin-
Rezeptor im Herzen Uberexprimiert, genutzt (Gergs et al., 2019a, H>-TG). Die
Kontraktionsversuche wurden in einem Organbad an isolierten, elektrisch stimulierten (1
Hz) linken und spontan schlagenden rechten Vorhofpraparaten von H2-TG und Wildtyp-
Mausen (WT), welche Geschwistertiere waren und als Kontrolle genutzt wurden,
durchgeflihrt. Es konnte bei WT Mausen keine chronotrope oder inotrope Wirkung von
Histamin festgestellt werden. Die basale Schlagfrequenz der rechten Vorhofpraparate
der H-TG sank unter Hypothermie (23°C) und stieg unter Hyperthermie (42°C) an.
Weiterhin war die Effektivitat von Histamin (0,01-100 pM) zur Steigerung der
Kontraktionskraft (positiv inotroper Effekt) geringer in den linken H,-TG Vorhofpraparaten
bei 23°C und 42°C als bei 37°C. In dhnlicher Weise war der inotrope Effekt von Histamin
in isolierten, elektrisch stimulierten (1 Hz), rechten menschlichen Vorhofpraparaten, die
wahrend einer Bypass-Operation gewonnen wurden, bei 23°C und 42°C geringer als bei
37°C. Zusatzlich wurde der Phosphorylierungszustand von Phospholamban an der
Aminosaure 16 des Phospholambans sowohl in den linken Vorhofpraparaten der H>-TG
und WT Mause als auch in den rechten menschlichen Vorhofpraparaten untersucht.
Diese wurden nach den Kontraktionsversuchen mit flissigem Stickstoff unter der
héchsten Histaminkonzentration (10-100 yM) eingefroren, homogenisiert und mittels
Western Blot analysiert. In den H>-TG Mausen war die Serin-16-Phosphorylierung bei
23°C geringer als bei 37°C. Im Gegensatz dazu war die Serin-16-Phosphorylierung in
den menschlichen Praparaten geringer bei 42°C als bei 37°C. Schlielllich wurden die
Haufigkeit und die Dauer von Arrhythmien in den spontan schlagenden rechten
Vorhofpraparaten der Ho-TG und WT Mause verglichen. Unter Hyperthermie traten bei
den H>-TG Mausen mehr und langer andauernde Arrhythmien auf als bei den WT
Mausen. Somit ist der inotrope Effekt von Histamin in den H>-TG Mausen und den
rechten menschlichen Vorhofpraparaten sowie der chronotrope Effekt von Histamin in
den H>-TG Mausen temperaturabhangig. Daruber hinaus scheint der H>-Rezeptor
aufgrund der unter Hyperthermie beobachteten Arrhythmien eine Rolle bei

fieberinduzierten superventrikularen Arrhythmien im menschlichen Herzen zu spielen.
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1 Einleitung

1.1 Hintergrund

Der Pharmakologe H. Fihner benannte das Histamin im Jahre 1912 aufgrund
seiner chemischen Struktur des B-Imidazolylamins (FUhner 1912). Erstmals
wurde Histamin von zwei Chemiker aus Freiburg im Breisgau 1907 synthetisiert,
als sie eine Reihe strukturell ahnlicher Verbindungen verwendeten (Windaus et
al., 1907). Einige Jahre spater wurde die Herstellung von Histamin aus Histidin
durch Bakterien von Ackermann entdeckt. Damit zeigte er, dass Histamin nicht
nur synthetisch im Reagenzglas hergestellt werden kann, sondern auch in der
Natur vorkommt (Ackermann 1910, Ackermann et al., 1910). Fruhe Studien
haben bereits gezeigt, dass synthetisches Histamin eine positiv chronotrope und
positiv inotrope Wirkung auf isolierte, perfundierte Herzen hat (Ackermann et al.,
1910, Dale et al., 1910, Dale et al., 1911, Einis 1913). Es wurde auch schon
Uber Histamin-induzierte Arrhythmien berichtet. Histamin flhrt in isolierten, mit
Puffer perfundierten, spontan schlagenden Froschherzen zu einer Asystolie

oder einem atrioventrikularen Block dritten Grades (Einis 1913).

Im menschlichen Herzen bewirkt Histamin sowohl einen positiv inotropen Effekt
(Steigerung der Kontraktionskraft) als auch einen positiv chronotropen Effekt
(Steigerung der Schlagfrequenz) und verstarkt die Kontraktions- und

Relaxationsgeschwindigkeit (Neumann et al., 2021a, Neumann et al., 2021b).

In einer vorherigen Studie wurden transgene Mause verwendet, die den
menschlichen Hz-Rezeptor im Herzen mit Hilfe des Promotors der schweren
Ketten des a -Myosins Uberexprimieren, hergestellt und charakterisiert (Gergs
et al., 2019a, Neumann et al., 2021d). Die Tiere reagierten bei Zugabe von
Histamin sowohl in vitro als auch in vivo mit einer erhdhten Kontraktionskraft im
Vorhof in den Ventrikeln (Gergs et al., 2019a, Gergs et al., 2020, Neumann et
al., 2021a). AuRerdem kam es zu einer gesteigerten Schlagfrequenz der Herzen
(Gergs et al., 2019a, Gergs et al., 2021b, Neumann et al., 2021c, Neumann et
al., 2021d) und einem erhdéhten Phosphorylierungszustand von Phospholamban
(Gergs et al., 2019a). Es konnte klinisch relevant sein, dass Histamin die

Phospholamban (PLB)-Phosphorylierung verstarkt und gleichzeitig die



Phosphorylierung des Troponin-Inhibitors (Tnl) in elektrisch gereizten, isolierten
menschlichen rechten Vorhofpraparaten erhoht. Dies |asst vermuten, dass die
H2-TG Mause hochstwahrscheinlich dieselbe Signaltransduktionskaskade des

H2-Rezeptors wie im menschlichen Vorhof aufweisen (Neumann et al., 2021a).
1.3 Histamin-Rezeptoren

Es sind derzeit vier verschiedene Histamin-Rezeptoren bekannt (H1-H4) (Hill et
al., 1997, Jutel et al., 2009, Panula et al., 2015). Diese unterscheiden sich
sowohl in ihrer Aminosauresequenz als auch in der nachgeschalteten
Signaltransduktion. Durch SpleiRvarianten bilden Hs-Rezeptoren eine
besonders grol’e Vielfalt an Rezeptoren. Alle Subtypen der Histamin-
Rezeptoren haben jeweils sieben Transmembrandomanen (heptahelikale
Membranproteine) und weisen den Aufbau eines typischen G-Protein-
gekoppelten Rezeptors auf. Die Histamin-Rezeptoren sind an intrazellulare G-
Proteine gebunden, um eine Signaltransduktion und die spezifische Wirkung
des Histamins in den unterschiedlichen Organen auszulésen. Dabei
unterscheiden sich die G-Proteine je nach Art des Histamin-Rezeptors. Histamin
agiert hierbei zum einen als Gewebshormon und zum anderen als
Neurotransmitter. Die H1-Rezeptoren aktivieren Uber Gg-Proteine die
Phospholipase C (Kuhn et al., 1996, Leurs et al., 1994). Die Aktivierung des Hz-
Rezeptors regt hauptsachlich Uber Gs-Proteine die Adenylatcyclase und die
Phospholipase C an (Kuhn et al., 1996). Im Gegensatz dazu fihren die Hs- und
Hs-Rezeptoren Uber Gi-Proteine zu einer Hemmung der Adenylatcyclase (Chan
et al., 2012). Alle vier Rezeptoren treten im Herzen auf (Hattori et al., 2017,
Panula et al., 2015). Bisher ist jedoch nur bekannt, dass lediglich die H1- und
H2-Rezeptoren mit der Kontraktionskraft und der Schlagfrequenz des Herzens
in Verbindung stehen. Diese Rezeptoren befinden sich auf den Kardiomyozyten
des Herzens (Hattori et al., 2017). Die Hs- und H4-Rezeptoren sind auf den
neuronalen Zellstrukturen des Herzens zu finden und konnen beispielsweise die
Freisetzung von Noradrenalin aus Speicherzellen im menschlichen Herzen
hemmen (Hattori et al., 2017).



1.4 H2-Rezeptoren

Der H2-Rezeptor wurde erstmals 1972 von James W. Black beschrieben. Dieser
beschrieb die Funktion von H2-Rezeptor-Antagonisten, indem er unter anderem
die Magensauresekretion untersuchte, die nicht H1-Rezeptor vermittelt ist.
Anschliel3end testete er den H2-Rezeptor-Antagonisten Burimamid an isolierten
Vorhéfen von Meerschweinchen, um zwischen der Hi- und H2-vermittelten
Herzfunktion zu unterscheiden (Black et al., 1972). Der menschliche Ha-
Rezeptor befindet sich auf dem Chromosom 5 (Dy et al., 2004, Hill et al., 1997,
Jutel et al., 2009) und besteht aus 359 Aminosauren (Gantz et al., 1991a, Gantz
et al., 1991b, Panula et al., 2015).

Die H2-Rezeptoren sind in den verschiedensten Bereichen des Korpers zu
finden. Sie kommen in Nervenzellen des zentralen und peripheren
Nervensystems, in Hepatozyten, in Zellen des Gastrointestinaltraktes sowie in
glatten Muskelzellen der Atemwege und GefalRe sowie in Endothel und
Epithelzellen vor (Akdis et al., 2006). Die Aktivierung der H2-Rezeptoren fordert
im Gastrointestinaltrakt die Magensauresekretion und beeinflusst die
GefalRpermeabilitat, da die Rezeptoren in der glatten Muskulatur sitzen und die
Stimulation zur Relaxation fuhrt. Durch Agonisten kommt es in den Atemwegen
zu einer Bronchodilatation und zu einer Erhéhung der Schleimproduktion.
Aullerdem sind die H2-Rezeptoren auch in Blutzellen wie T- und B-Zellen,
Neutrophilen, Eosinophilen, Monozyten und dendritischen Zellen vorhanden
(Akdis et al., 2006). In der Klinik sind die Hz-Rezeptor-Antagonisten unter
anderem fur die therapeutische Senkung der Magensauresekretion relevant
(Goodman et al., 2014, Tolbert 2021).

Die Verteilung und die Dichte der H1- und H2-Rezeptoren im Herzen hangen von
der Spezies und der Region ab. AuRerdem spielt ebenfalls das Alter der Spezies
eine wichtige Rolle. So sind beispielsweise bei Ratten in den Vorhofen und
Ventrikeln deutlich weniger H2-Rezeptoren vertreten und es herrscht eine
hohere Dichte an H1-Rezeptoren vor (Matsuda et al., 2004, Neumann et al.,
2021b). In Versuchen konnte jedoch keine relevante Wirkung von Histamin an
den Herzen der Ratten festgestellt werden (Matsuda et al., 2004). Im

menschlichen Herzen weist der H2-Rezeptor sowohl im atrialen als auch im



ventrikularen Myokard eine sehr hohe Expression auf (Matsuda et al., 2004).
Dies konnte fur die Arrhythmogenitat von Histamin am menschlichen Herzen in
verschiedenen Krankheitszustanden sprechen. Der altersbedingte Unterschied
in der Expression von H2-Rezeptoren wurde auch in den linken Vorhéfen von
Meerschweinchen untersucht. Es wurde festgestellt, dass sowohl H+- als auch
H2-Rezeptoren vorhanden sind. Allerdings konnte nur Ranitidin, ein Ha-
Rezeptor-Antagonist, die positiv inotrope Wirkung in den Vorhofen der
neugeborenen Meerschweinchen hemmen. Chlorpheniramin und Thiperamid,
ein Hi- und Hs-Rezeptor-Antagonist, zeigten keinen Effekt. Bei den
erwachsenen Tieren wurde der positiv inotrope Effekt durch Hi-Rezeptoren
vermittelt (Agata et al., 2010).



1.4.1 Signalkaskade und vermutete pathophysiologische Rollen des H2-

Rezeptors
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Abbildung 1: Signaltransduktion H2-Rezeptor (Neumann et al., 2021b).

H2-Rezeptoren kénnen durch stimulierende GTP-bindende Proteine (Gs)
Adenylatzyklasen (AC) aktivieren, die den 3‘, 5'-zyklisches Andenosinphosphat
(cAMP) - Spiegel in Kardiomyozyten erhohen. Dies aktiviert die cAMP-
abhangigen Proteinkinasen (PKA), was den Phosphorylierungsstand und damit
die Aktivitat verschiedener regulatorischer Proteine in der Zelle erhoht.
AuRerdem erhoht die gestiegene Phosphorylierung den Strom durch den L-Typ-
Ca?*-Kanal (LTCC) und die Freisetzung von Ca?* aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum (SR) Uber den kardialen Ryanodinrezeptor (RYR). Stérungen in der
Calcium-Homoostase kdnnen zu Arrhythmien fiihren. In der Diastole wird Ca?*
Uber die SR-Ca?*-ATPase (SERCA) aus dem Zytosol in den SR gepumpt. Die
Aktivitat der SERCA wird durch die Phosphorylierung von Phospholamban
(PLB) erhoht. PKA kann weiterhin auch die Gentranskription im Zellkern
verstarken. Hypoxie und Ischamie beeintrachtigen die Atmung im
Mitochondrium oder kdnnen direkt hypoxieinduzierbare Transkriptionsfaktoren
(HIF) aktivieren. Eine erhdhte Expression oder geanderte Funktion des
Natriumkationenkanals (Na*) oder des Natrium-Calcium-Austauschers (NCX)
sowie eine erhohte Expression des H2-Rezeptors kann durch eine veranderte
Ca?*-Homoostase zu supraventrikularen oder ventrikularen Arrhythmien flihren
(Neumann et al., 2021b).



2 Zielstellung der Arbeit

Ziel der Studie war es, den Einfluss verschiedener Temperaturen auf die
Funktion des Histamin-H2-Rezeptors zu erforschen. Dazu wurde eine etablierte
Mauslinie verwendet, bei der der humane H2-Rezeptor im Herzen
Uberexprimiert wurde. Dadurch konnte die Maus auf Histamin mit kardialen
Veranderungen, wie z.B. der Kontraktionskraft, reagieren. Die kardialen
Einflisse von Histamin kdénnen so isoliert auf den humanen H2-Rezeptor
dargestellt werden. Um einen Vergleich anzustellen, wurden Wildtyp-Mause
verwendet, die keinen funktionellen Hz2-Rezeptor exprimieren und daher nicht

auf Histamin reagieren sollten.

Fur die verschiedenen Temperaturen wurden neben der Normothermie von
37°C sowohl die Hypothermie bei 23°C als auch die Hyperthermie bei 42°C
gewahlt, wie sie bereits in einer vorherigen Studie der Arbeitsgruppe an 5-HT4-
Mausen mit Serotonin untersucht wurden (Gergs et al., 2021a). Unter diesen
Temperaturen sollte der Einfluss sowohl auf die Kontraktionskraft, Frequenz und
weitere Parameter als auch auf die Phosphorylierung von Phospholamban
untersucht werden. Dazu wurde der H2-Agonist Histamin kumulativ unter

Normo-, Hypo- und Hyperthermie verabreicht.

Ein weiteres Ziel der Untersuchung war es, die Wirkung von Histamin unter
Hypo- und Hyperthermie auf die rechtsatrialen Arrhythmien der Ha-transgenen
M&ause zu untersuchen und inwieweit ein Unterschied zu den Wildtyp-Mausen
besteht. Diese Fragestellung ergab sich aus der Tatsache, dass beim Menschen
Histamin-induzierte Arrhythmien gefunden wurden und in einer vorherigen
Studie zu Serotonin an 5-HTs-Mausen eine erhohte Anzahl von Arrhythmien
unter Hypothermie beobachtet wurde (Gergs et al., 2021a). Die Hypothese
lautete, dass bei Hz-transgenen Mausen ebenfalls vermehrt Arrhythmien unter
Hypothermie auftreten wirden. Es sollte untersucht werden, ob es hierbei

Unterschiede zum 5-HT4-Rezeptor gibt.



3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere und Tierhaltung

Die Versuchstiere, die fur die Experimente verwendet wurden, stammten aus
der Auszuchtlinie CD1. Das Durchschnittsalter der transgenen Tiere betrug am
Versuchstag 253 * 12,1 Tage und das durchschnittliche Gewicht lag bei 38,8 +
1,45 g (n=17). Die Wildtyp-Geschwistertiere waren im Durchschnitt 237 + 10,9
Tage alt und wogen 38,4 £ 1,06 g (n=17). Es wurden annahernd gleich viele
mannliche und weibliche Tiere verwendet (TG: 8 mannliche Mause, 9 weibliche

Mause; WT: 7 mannliche Mause, 10 weibliche Mause).

Die Mause wurden geschlechtsspezifisch getrennt gehalten und mit
handelsublichem Labortierfutter (Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, 32791
Lage) und Wasser ad libitum versorgt. Zur Verpaarung wurden sie
zusammengefuhrt. Die Haltung und Zucht der Mause erfolgte durch die Core-
Facility Tierhaltung des Zentrums flr Medizinische Grundlagenforschung (ZMG)
der Medizinischen Fakultat der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg. Es
lagen samtliche Genehmigungen dazu im ZMG vor. Es handelt sich um einen
anzeigepflichtigen Tierversuch, der unter der internen Versuchsnummer I8M9

gefuhrt wird.
3.2 Generierung der transgenen Mause

Die transgene Mauslinie, die in den Versuchen verwendet wurde, uberexprimiert
ausschlie3lich den humanen H2-Histamin-Rezeptor im Herzen (Gergs et al.,
2019a, Neumann et al., 2021b). Die kodierende Sequenz des menschlichen Ha-
Histamin-Rezeptors wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Seifert (Institut fur
Pharmakologie, Medizinische Hochschule Hannover) zur Verfugung gestellt
(Gergs et al., 2019a). Die cDNA wurde in eine Expressionskassette einkloniert,
die den Promotor der schweren Kette des Myosins der a-Isoform (a-MHC) der
Maus enthielt. Durch diesen Promotor wurde eine herzmuskelzell-spezifische
Expression des Rezeptorgens ermdglicht. Die Transkription wurde durch eine
Simian-Virus-40 (SV40)-Poly-A-Signalsequenz terminiert, welche in der

Expressionskassette enthalten war (Gergs et al., 2010, Gergs et al., 2019a).



Anschlieend wurde die Expressionskassette in befruchtete Eizellen von
FVB/N-Mausen mikroinjiziert. Die dabei entstandenen transgenen Tiere zeigten
eine herzspezifische Uberexpression des Hz-Histamin-Rezeptors und wurden in

einen CD1-Hintergrund eingekreuzt (Gergs et al., 2019a).

Die kodierende Sequenz des menschlichen Hz-Histamin-Rezeptors wurde

aullerdem mit einem C-terminalen His-Tag (=6x Histidin) kombiniert.
3.3 Genotypisierung

3.3.1 Isolation der DNA

Um die Mause zu genotypisieren und eindeutig zu identifizieren, wurde ihnen im
Alter von vier Wochen eine individuelle Ohrlochmarkierung gesetzt. Diese
Markierung wird so vorgenommen, dass das rechte Ohr fur die Einer und das
linke Ohr fr die Zehner steht, wie in Abbildung 2 dargestellt. Dadurch ist eine
zweifelsfreie Bestimmung der Zahl von 1 bis 99 moglich. Das dabei abfallende
Gewebe wurde flir die Genotypisierung mittels Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) genutzt. Die Stanzbiopsien wurden Uber Nacht bei 55°C in 250 pl
Lysispuffer inkubiert und dabei geschuttelt. Anschlieliend wurde das Lysat
mittels 250 pl Neutralisierungspuffer neutralisiert. Die Zusammensetzung der
Puffer ist im Anhang aufgeflhrt. Das Lysat konnte direkt fir PCR verwendet

werden.



5=1+4 50 =10+ 40
6=2+4 60 = 20 + 40
7=3+4 70 =30 + 40
8=1+2 80 =10+ 20
9=2+3 90 =20 + 30

Abbildung 2: Ohrlochmarkierung zur Nummerierung der Mause (Ayadi et al.,
2011)

Ohrlochmarkierung der Mause zur eindeutigen Identifizierung. Am rechten Ohr
fir die Einer, am linken Ohr fur die Zehner. Mehrfachmarkierungen pro Seite
sind moglich zur Darstellung von weiteren Zahlen.

3.3.2 Konzentrationsbestimmung der DNA

Die optische Dichte (OD) der DNA und damit die Konzentration dieser wurde
mittels eines Photometers (Biophotometer, Eppendorf) bestimmt, indem die
Extinktion bei 260nm (E2s0) gemessen wurde. Zur Bestimmung des
Kontrollwerts erfolgte eine Leerwertmessung ohne DNA. Bei einem OD2so-
Messwert von 1,0 und der Ublichen Schichtdicke der Messklvette von 1 cm
enthalt die Loésung 50 ug/ml doppelstrangige DNA. Der DNA-Gehalt kann wie
folgt berechnet werden: E260 x 50 pg/ml x Verdinnungsfaktor = X pg/ml. Die
Qualitat der Probe kann anhand des Verhaltnisses zweier Messwerte bei OD260
und OD2so abgeschatzt und beurteilt werden. Wenn der Quotient dabei zwischen
1,8 und 2,0 liegt, ist die DNA-Probe annahernd frei von Proteinen und

Verunreinigungen.
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3.3.3 PCR und Agarosegel-Elektrophorese

Das gesuchte DNA-Fragment konnte nun mittels einer Polymerase-
Kettenreaktion (PCR)-Amplifikation vervielfaltigt werden. Fur die PCR wurde 1
Ml der DNA-Probe mit 10 ul eines entsprechenden zweifach konzentrierten
Reaktionsansatzes (siehe Anhang) versetzt. Der Reaktionsansatz enthielt den
PCR-Puffer mit MgClz2, den dNTP-Mix und die thermostabile Taq-DNA-
Polymerase (siehe Anhang), sowie die passenden forward- und reverse-Primer
(Endkonzentration je 0,1 uM). Anschlief3end wurde die Probe mit DEPC-Wasser
(siehe Anhang) aufgeflllt, um eine Gesamtmenge von 20 pl zu erreichen. Die
PCR wurde in einem Eppendorf Thermocycler durchgefuhrt. Das erwartete

PCR-Produkt hatte eine Lange von 508 Basenpaare.
3.4 Kontraktionsversuche

Die Kontraktionsversuche wurden gemal den etablierten und vielfach
publizierten Methoden des Instituts durchgefuhrt (Abella et al., 2022, Gergs et
al., 2021a, Neumann et al., 2021a).

3.4.1 Vorbereitung des Organbades

Vor Beginn jedes Versuchs wurde die verwendete physiologische Salzlésung
(Tyrode-Lésung) frisch hergestellt. Die Tyrode-Lésung enthalt Glukose und
Elektrolyte (siehe Anhang) in Wasser geldst, um ein physiologisches Milieu im
Organbad herzustellen. Sie wird aus drei zuvor vorbereiteten Stammldsungen
hergestellt. Die genaue Zusammensetzung ist im Anhang zu finden.
Anschlief3end wurde die Losung 30 Minuten lang mit Carbogen (95 % O2 und 5
% COz2) begast, um den pH-Wert zur stabilisieren und zu oxygenieren. Danach
wurden 0,8 ml Kalziumchlorid-Losung (33,2 g CaCl2/100 ml H20; f.c, 1,8 mM),
1 g Glukose, 49,3 mg Ascorbinsaure und 19 mg Na2-EDTA (siehe Anhang)
zugegeben. Wahrend der Vorbereitungen und des gesamten Versuchs wurde
die Tyrode-Lésung bei einer Temperatur von 37°C gelagert und zur pH-Wert-

Stabilisierung kontinuierlich mit Carbogen begast.
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3.4.2 Vorbereitung und Kalibrierung der Messanlage

Die Messanlage flur isometrische Kontraktionen bestand aus doppelwandigen
Organbadern mit einem Volumen von je 10 ml (Abbildung 3 und 4). Das
Innengefall wurde mit Tyrode-Losung befullt und bot Platz flr jeweils ein
Vorhofpraparat. Am unteren Teil des Organbades war eine Carbogenzufuhr
angebracht. Der aul3ere Teil des doppelwandigen Gefales diente der indirekten
Temperaturregulierung des Organbades mittels Umwalzthermostat, indem ein
Zu- und Abfluss fur einen Wasserkreislauf aus diesem angeschlossen war. Die
Praparate wurden behutsam mit zwei kleinen Metallhakchen befestigt und in das
vorbereitete Organbad eingehangt. Die Kontraktionskraft des Praparats wurde
Uber einen Kraftmesser, der am oberen Haken befestigt war, mit Hilfe eines
Brickenverstarkers an einen Digitalisierer (PowerLab-System) und Computer

weitergeleitet.

Fur die elektrische Stimulation der linken Vorhofpraparate wurden in jedem
Organbad zwei Reizelektroden verwendet, die sich neben den Vorhofen
befanden, ohne diese direkt zu berlhren (Feldstimulation). Die Elektroden
stimulierten die Vorhofpraparate mit einer Frequenz von 1 Hz und
Rechteckimpulsen mit einer Dauer von 5 ms. Die angelegte Spannung lag dabei
ca. 10-20% uber der minimalen Reizschwelle. Die linken Vorhdfe wurden zur
Messung der Kontraktionskraft genutzt. Die rechten Vorhofpraparate
kontrahierten spontan bei intaktem Sinusknoten und unbeschadigtem
Reizleitungssystem und mussten nicht elektrisch gereizt werden. Die Messung

der spontanen Schlagfrequenz wurde an diesen Vorhofpraparaten durchgefuhrt.

Zur Kalibrierung des Systems musste zunachst ein Nullpunkt festgelegt werden.
Mittels eines Gewichts von 500 mg wurde eine Kraft von 5 mN erzeugt und der
entsprechende Spannungswert in der LabChart-Software eingetragen (2-Punkt-
Kalibration). Dadurch wurde es mdglich, die Ubertragung und Korrelation der

Zugkraft der Vorhofpraparate auf eine definierte Kraft zu erreichen.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Versuchsapparatur flr isometrische
Kontraktionskraftmessungen.

In der Abbildung ist das doppelwandige Organbad mit einem aufgehangten
Praparat dargestellt, welches sich zwischen den beiden Reizelektroden
befindet. Auferdem sind das Reizgerat, der Kraftaufnehmer, der
Brickenverstarker und der Computer, der die Kontraktionen und
Schlagfrequenzen des Muskels als Mechanogramm erfasst, abgebildet. Mittels
des in der Doppelwand des Organbades befindlichen Wassermantels wird die
Tyrode-Lésung auf der entsprechenden Temperatur gehalten und zudem mit
Carbogen (95 % O2, 5 % COz2) begast.

...

Abbildung 4: Bild der Versuchsapparatur fur isometrische
Kontraktionsmessungen
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3.4.3. Organentnahme

Die Mause hatten bis unmittelbar vor der Praparation Zugang zu Futter und
Wasser und mussten fur die Versuche nicht ntichtern bleiben. Zunachst wurde
das Gewicht der Maus ermittelt, um die Dosis des Narkotikums zu errechnen
und zu dokumentieren. Um eine Thrombusbildung im Herzen der Maus zu
vermeiden, wurde den Mausen zusammen mit der Narkotisierung 500 I.E.

Heparin (siehe Anhang) intraperitoneal injiziert.

Den Mausen wurde vor der Praparation eine Uberdosis Pentobarbital (50-75
mg/kg Korpergewicht) (siehe Anhang) intraperitoneal injiziert, um eine tiefe
Bewusstlosigkeit herbeizufihren. Dadurch konnte eine schmerzbedingte
Katecholamin-Ausschittung vermieden und die Oxygenierung des
Herzmuskels gewahrleistet werden, da es nicht zum unmittelbaren

Atemstillstand kam.

Sobald die Bewusstlosigkeit eingetreten war, wurden die Extremitaten der
Mause in einer Praparationsschale fixiert. Durch einen vertikalen Schnitt im
Abdominalbereich mit einer Schere wurde das Fell und die Haut bis zum Beginn
des Sternums entfernt. Anschlie®end wurden Pleura und Peritoneum durch zwei
weitere Schnitte entlang der Rippenbdgen erdffnet. Um eine freie Sicht auf das
Praparationsgebiet des Herzens zu erhalten, wurde Sternum, welches mit den
abgetrennten Rippen an einer Klemme fixiert war, nach kranial geklappt. Nach
der Darstellung der Vena cava und des Aortenbogens wurden diese durchtrennt
und das Herz konnte aus dem Thorax entnommen werden. Der Herzmuskel
wurde unmittelbar danach in ein bereitgestelltes Gefaly mit raumtemperierter
Tyrode-Losung gelegt, um eine Zeituberbrickung zwischen Entnahme und
weiterer Praparation zu erreichen. Im Herzen verbliebene Blutreste wurden

durch vorsichtige Kompressionen aus dem noch schlagenden Herzen gepumpt.
3.4.4 Praparation des Herzens

Nach der Entnahme wurden die isolierten Mauseherzen in eine mit Tyrode-
Lésung geflllten und mit Carbogen begasten Praparationsschale gelegt.
AnschlieRend wurden sie mit einer Nadel an der Herzspitze fixiert und das

Uberschlssige Lungengewebe sowie die Reste der angrenzenden grofen
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Blutgefalle entfernt. Der linke Vorhof wurde dargestellt, abgetrennt und am
unteren und oberen Pol des Praparates jeweils ein Metallhaken durch das
Muskelgewebe, langs zur Muskelfiederung, gestochen. Die Muskelpraparate
wurden mithilfe der Metallhaken in die Versuchsapparatur eingehangt und
unmittelbar danach in das mit Tyrode-L6sung gefullte Organbad getaucht. Nun
wurde das Reizgerat fur das einzelne Organbad eingeschaltet, um den linken
Vorhof elektrisch zu stimulieren und die Kontraktionskraft aufzuzeichnen, wie in
3.5.2 beschrieben.

Der rechte Vorhof wurde direkt im Anschluss prapariert. Zunachst wurde dieser
dargestellt und gegebenenfalls noch Ubriggebliebenes Gewebe entfernt.
Anschlieliend wurde der rechte Vorhof unter Schonung des Sinusknotens von
den Ventrikeln abgetrennt. Der Sinusknoten befindet sich im Bereich der
Mindung der Vena cava superior und durfte nicht beschadigt werden. Das
Vorhofpraparat wurde mithilfe von zwei Metallhaken in die Versuchsapparatur
eingehangt. Beide Vorhofpraparate wurden bis zur maximalen Kraftentwicklung

vorgespannt, sodass kein weiterer Kraftanstieg moglich war.

In den ersten 30 Minuten nach dem Einhangen der Praparate wurde die Tyrode-
Lésung dreimal gewechselt. Diese Phase wird als Aquilibrierphase bezeichnet
und diente dazu, Blutreste und Signalmolekile zu entfernen, um ein
Gleichgewicht in der Kontraktionskraft der Vorhofpraparate herzustellen.
Wahrenddessen konnten die Muskelpraparate noch auf ihre muskelspezifische

Maximalkraft nachgespannt werden.

Bei korrekter Praparation enthielten die rechten Vorhofpraparate den intakten
Sinusknoten. Somit konnte hier die Schlagfrequenz der spontan schlagenden

Vorhofe gemessen werden.
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Abbildung 5: Detailaufnahme eines eingehangten Mausvorhofes

3.4.5 Menschliche Vorhofpraparate

Durch eine bestehende Kooperation mit der Herz-Chirurgie des
Universitatsklinikums Halle (Saale) (Az. hm-bu 04.08.2005) war es maglich,
einige Versuche (n=10, N=3) ebenfalls an Praparaten des menschlichen rechten
Vorhofes durchzufuhren. ,n“ steht hier fur die Zahl der Versuche, ,N fur die Zahl
der Patienten. Ein kleines Gewebestiick von circa 1 cm? Flache wurde zum
Anschluss der Herz-Lungen-Maschine bei Bypass-Operationen vom
menschlichen rechten Herzohr entfernt. Das Praparat wurde danach in das
Institut fGr Pharmakologie transportiert. Die wichtigsten Patientendaten sind im

Anhang in Form einer tabellarischen Darstellung (Tabelle 3) zu finden.

Einzelne Trabekel von circa 5§ mm Lange wurden von dem Praparat, das sich in
einer Praparierschale mit Tyrode-Losung befand, abgetrennt. Zwei Metallhaken
wurden in das Muskelgewebe eingeflhrt und die Trabekel in das Organbad
eingehangt. Die Vorbereitungsschritte erfolgten wie zuvor bei den
Mauspraparaten beschrieben. Im Organbad wurden alle Praparate mit einer
Frequenz von 1 Hz und Rechteckimpulsen von 5 ms Dauer gereizt, da sie weder

einen intakten Sinusknoten noch andere Schrittmacherzellen enthielten.
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3.4.6 Versuchsdurchfiihrung

Versuchsdurchfihrung Maus

Sowohl die Praparation als auch der Versuchsbeginn waren fir alle Praparate
identisch. Innerhalb der ersten 30 Minuten nach dem Einhangen und
Nachspannen der Praparate erfolgte im Abstand von zehn Minuten ein
dreimaliger Badwechsel mit frischer Tyrode-Losung. Wahrend dieser Phase
wurde eine stabile Ausgangslage fir die Schlagkraft und Schlagfrequenz
geschaffen. Anschlieffend begann der Versuchsablauf (vgl. Abbildung 6). Es
wurde zuerst die Kontraktionskraft und Schlagfrequenz bei den
unterschiedlichen Temperaturen von 37°C, 23°C und 42°C kontrolliert. Danach
erfolgte die erste Gabe von 10 Histamin (siehe Anhang). Nach Zugabe einer
Substanz wurde immer mindestens funf Minuten oder bis zum Erreichen eines
Plateaus abgewartet, da die volle Entwicklung der inotropen und chronotropen
Effekte Zeit in Anspruch nimmt. Als nachstes wurde die Histamin-
Konzentrationswirkungskurve (Histamin-KWK) bis zur Endkonzentration von
10 in Dreierschritten (108, 3x10-®, 107, 3x107, usw.) durchgefiihrt. Nach jeder
Histamin-KWK wurde immer ein dreimaliger Badwechsel bei 37°C durchgeflnhrt,
um sowohl die Schlagfrequenz als auch die Kontraktionskraft durch das
Ausspllen des applizierten Histamins wieder auf die Ausgangslage zu
normalisieren. Nach der Durchfuhrung der Histamin-KWKs bei den
unterschiedlichen Temperaturen von 37°C, 23°C und 42°C wurden drei
unterschiedliche Wege eingeschlagen. Einige Praparate wurden erneut auf
42°C erhitzt und anschlieRend mit der hochsten Konzentration von 10° M
Histamin versetzt. Nach Erreichen des Plateaus wurden die Proben in flissigem
Stickstoff eingefroren, um sie flr die Western Blots zu nutzen. Bei einem
weiteren Teil wurde die Temperatur von 37°C beibehalten und der gleiche Ablauf
wie bei 42°C durchgefuhrt. Die Ubrigen Proben durchliefen denselben Ablauf bei

23°C. Der Versuchsablauf ist zur Veranschaulichung in Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6: Versuchsprotokoll

Die Versuche waren in zwei Teile aufgeteilt. Kontrolle steht in diesem
Zusammenhang fur den wie oben beschriebenen dreifachen Badwechsel.
Wahrend der 1. Teil mit allen Praparaten durchgefiihrt werden konnte, wurden
die Praparate im 2. Teil in drei Gruppen aufgeteilt und am jeweiligen
Versuchsende mit flussigem Stickstoff (N) schockgefroren, um Proben fir die
biochemische Analyse zu gewinnen. H. steht fir Histamin und KWK fir die
Konzentrationswirkungskurve.

Versuchsdurchfuhrung Mensch

Die menschlichen Trabekel wurden genauso wie die Mauspraparate
eingehangt, vorgespannt und flr eine stabile Ausgangslage vor dem
Versuchsbeginn ein dreimaliger Badwechsel vorgenommen. Die Versuche
wurden nach demselben Schema wie die Mausversuche durchgefuhrt Nach
jeder Substanzgabe wurde ebenfalls mindestens funf Minuten gewartet, um die
volle inotrope Wirkung zu erzielen. Der einzige Unterschied bestand in einer
héheren Endkonzentration von 104 M Histamin, da bei 10°> M Histamin noch

kein Plateau erreicht werden konnte.
3.5 Westernblot

Zur Detektion verschiedener Proteine wurde die Westernblot-Analyse an Maus-
und Menschherzgewebeproben durchgefuhrt. Dabei wurden insbesondere

Phospholamban und HSP70 untersucht, aber auch Phospholemman. Die
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Analyse wurde gemal} Gergs et al. (2010) durchgefuhrt. Die Herzgewebeproben
wurden unter Zugabe von 100 yl SDS-Homogenisierungspuffer (siehe Anhang)
mit einem Mikrodismembrator (2100 rpm) unter flussigem Stickstoff pulverisiert.
Nach auftauen der Probe wurde die Homogenisierung mit einem Ultraschall-
Homogenisator (30 sek. auf Eis) fortgesetzt. Unlosliche Bestandteile wurden
durch Zentrifugation (30 Minuten, 14000 rpm) entfernt. Die Bestimmung der
Proteinmenge in den Homogenaten erfolgte entsprechend der Methode von
Lowry (Lowry et al., 1951) in einem Photometer (Biophotometer, Eppendorf) bei
einer Wellenlange von 595 nm. Eine Standardkurve wurde mit
Rinderserumalbumin erstellt (0 upg/ml bis 100 pg/ml), um so die
Proteinkonzentration der jeweiligen Proben zu bestimmen. Fur alle Messpunkte
wurden Dreifachbestimmungen durchgefuhrt. Fir die Auftrennung nach
Proteingroe wurde eine Elektrophorese in SDS-Polyacrylamidgelen
durchgefuhrt. Hierbei wurden Novex™ 4-12% “Tris—Glycine Plus Midi Protein
Gele” (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) verwendet und
in einer XCell4 SureLock™ Midi-Gelelektrophoreseapparatur (Life Technologies
by Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) eingesetzt. Als
Beladungskontrolle diente der Nachweis von Calsequestrin (CSQ, 55kDa). Zur
Identifikation der Phospholamban-Bande wurde eine gekochte Probe
aufgetragen. In ungekochten Herzproben lauft Phospholamban als Pentamer
bei ca. 27 kDa. Nach Erhitzen der Probe zerfallt es zum Monomer, was bei ca.
12 kDa nachweisbar ist (Abella et al., 2022). Als nachstes wurden die Proteine
mithilfe  eines Elektrotransfers (Towbin et al. 1979) auf eine
Nitrozellulosemembran (Amersham Protran, 0,45 pum Porengrolle, GE
Healthcare, Chicago, IL, USA) Ubertragen und immobilisiert. Die freien
Bindungsstellen wurden mit Milchpulver oder Bovinem Serumalbumin (BSA) in
Tri-buffered saline with Tween20 (TBST-Puffer) blockiert. Durch Auftragen
verschiedener Antikorper, darunter anti serine  16-phosphorylated
phospholamban (1:5000; Katalognummer: A010-12AP; PLB Ser16; Badrilla,
Leeds, UK), anti HSP70 (1:5000; Katalognummer: 10995-I-AP; proteintech) und
anti calsequestrin (1:20000; Katalognummer: ab3516, abcam, Cambridge, UK),
wurden die Zielproteine detektiert. Mittels eines Sekundarantikorpers, Antirabbit
IgG-Horse-Radish-Peroxidase (1:10000; Katalognummer: A0545-1ML; Sigma-
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Aldrich), wurden die Banden mittels Chemolumineszenz detektierbar gemacht
(Chemiluminescent HRP Substrate; Katalognummer: WBKLS0500; EMD
Millipore Corporation). Die Signalerfassung und Datenerhebung erfolgte mit
einem ImageQuant™ LAS 4000 (GE Healthcare, Miinchen, Deutschland) und

der ImageQuant-Software (GE Healthcare, Munchen, Deutschland).
3.6 Statistische Auswertung

Fur die Auswertung wurden die Computerprogramme Microsoft Excel und
GraphPad Prism 5.0 fir Windows (Prism 5, GraphPad Software, La Jolia, CA,
USA) verwendet. Es wurden arithmetische Mittelwerte sowie der Standardfehler
des Mittelwertes (SEM) berechnet. Der Student T-Test bzw. eine Varianzanalyse
(ANOVA) wurden zur statistischen Analyse fur verbundene und unverbundene
Stichproben durchgefiihrt. Zusatzlich wurde noch der y2-Test genutzt, um einen
Teil der Arrhythmien zu analysieren. Es wurden p-Werte kleiner als 0,05 als
signifikant gewertet. Des Weiteren wurden die ECso-Werte der Kraft-
Wirkungskurven ermittelt, wobei pECso der negative dekadische Logarithmus
des ECso-Wertes war. Die Anzahl der Einzelversuche wird im Folgenden als ,n“
bezeichnet. Zur Verdeutlichung der Auswertung der Kontraktionsversuche ist in
Abbildung 7 eine Einzelkontraktion und deren Auswertung schematisch
dargestellt. Im oberen Bereich ist eine Einzelkontraktion dargestellt. Die
entwickelte Kraft wird in Abhangigkeit von der Zeit angegeben. Die
Anspannungszeit (t1) ist die Zeit, in der der Muskel wahrend der Systole
kontrahiert. Sie entspricht der Zeit von der Grundlinie bis zum Peak-Maximum
wahrend einer einzelnen Kontraktion. In der Relaxationszeit (t2) erschlafft der
Herzmuskel wahrend der Diastole. Dies ist die Zeit vom Peak-Maximum bis zur
Grundlinie wahrend einer einzelnen Kontraktion. Wenn man die Kraft nach der
Zeit (dF/dt) ableitet, erhalt man die untere Grafik. Diese zeigt die maximale
(dF/dtmax) und minimale (dF/dtmin) Kontraktionsgeschwindigkeit, welche in der

unteren Kurve als Maximum bzw. Minimum sichtbar sind.
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Abbildung 7: Einzelkontraktion am Vorhof

Schematisch dargestellt ist im oberen Bereich eine Einzelkontraktion und im
unteren Bereich die erste Ableitung dieser Einzelkontraktion (dF/dt) aus einem
reprasentativen Mechanogramm. Oben ist die Anspannungszeit (t1) und die
Relaxationszeit (t2) markiert. Unten konnen die maximale (dF/dtmax) und die
minimale (dF/dtnin) Kontraktionsgeschwindigkeit der Einzelkontraktion aus der
Grafik abgeleitet werden. Die gestrichelte horizontale Linie stellt die jeweilige
Nulllinie dar.
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4. Ergebnisse

4.1 Genotypisierung der H2-TG Mause

Die Grole der PCR-Produkte wurde mithilfe der Agarosegel-Elektrophorese
bestimmt. Dabei wandern kleine Molekule schneller im elektrischen Feld als
grolde Molekule. Hierflir wurden interkalierende DNA-Farbstoffe und UV-Licht
genutzt. Ein zusatzlicher Grollenstandard sowie eine Positiv- und
Negativkontrolle wurden zur Bestimmung der Fragment-GréRe verwendet. Die
Proben wurden zuvor mit 8 pl Ladepuffer versehen und in 1%-igen
Agarosegelen aufgetrennt. Das Agarosegel wurde als nachstes fur etwa 45
Minuten einer Spannung von 80 mV ausgesetzt. Das Ergebnis der
Genotypisierung wurde mittels iINtRON RedSafe™-Farbung unter UV-Licht
sichtbar gemacht und in Form von sichtbaren DNA-Banden dargestellt
(Abbildung 8).

bp
6000 —
3000 —
1000 —

« Hz‘TG

M TGWT TGWTTG TG WT TG WT WT WT WT Ctr Ctr
-+

Abbildung 8: Genotypisierung der Ha-transgenen Mause.

Dargestellt ist das Ergebnis einer PCR zur Bestimmung der H2-transgenen
Mause. Es wurde der Marker (M) GeneRuler™ 1kb DNA Leiter, Thermo
Scientific™ benutzt. Auf der linken Seite ist die Beschriftung des Markers in
Basenpaaren (bp) angegeben. Des Weiteren sind unten die Hz-transgenen
Mause (TG) und die Wildtyp Mause (WT) sowie eine positive und negative
Kontrolle (Ctr) gezeigt.
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4.2 Kontraktionsversuche an menschlichen Vorhofpraparaten
4.2.1 Kontraktionskraft

In den menschlichen Vorhofpraparaten war der positiv inotrope Effekt von
Histamin zeit- und konzentrationsabhangig. Abbildung 9 zeigt ein original
Mechanogramm der Versuchsreihen bei 37 °C, 23 °C und 42 °C.

Vor Beginn der Versuche lag die basale Kraft der Vorhofpraparate (n=10) bei
0,87 £ 0,25 mN (37°C), 0,36 + 0,13 mN (23°C) und 0,72 + 0,20 mN (42°C) bei
einer Vorspannung von 5 mN und einer elektrischen Reizung von 1 Hz. Die
Praparate reagierten im Laufe der Konzentrations-Wirkungs-Kurve (KWK) von
Histamin (10 nM — 100 uM) mit einer steigenden Kontraktionskraft.

Histamin war bei 37°C potenter und effektiver in Bezug auf den Anstieg der
Kontraktionskraft im Vergleich zu 23°C oder 42°C (Abbildung 10). Ab einer
Konzentration von 3 uM Histamin war ein signifikanter Anstieg der
Kontraktionskraft (p < 0,05) zu erkennen, der eine Kraft von 1,21 + 0,39 mN
gegenuber der Ausgangslage erreichte. Eine Hypothermie von 42°C reduzierte
die Wirkung von Histamin auf die Kontraktionskraft am starksten. Hier wurde ein
signifikanter Anstieg erst bei 30 uM Histamin bei einer Kraft von 1,49 + 0,49 mN
erreicht. Bei Hypothermie wurde ein signifikanter Anstieg ab einer Konzentration
10 pM Histamin bei einer Kraft von 0,33 + 0,09 mN im Vergleich zur
Ausgangslage erreicht (Abbildung 10).

Die maximale Kontraktionskraft war bei einer Temperatur von 37°C am hochsten
(4,76 £ 0,87 mN) im Vergleich zu 23°C (1,10 £ 0,24 mN) und 42°C (2,66 £ 0,60
mN).

Wenn man die Kontraktionskraft nun in Bezug auf die Ausgangslage norminiert
und die maximale Kraft als 100% setzt, kann man eine Rechtsverschiebung der
Kurven von 23°C und 42°C erkennen. Das bedeutet, dass Histamin bei 37°C

den potentesten positiv inotropen Effekt aufweist (Abbildung 11).
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Abbildung 9: Mechanogramm der KWK im Menschlichen Vorhof

Die Abbildung zeigt drei Mechanogramme der Kontraktionskraft in Abhangigkeit
von der Konzentration von Histamin und der Zeit. Das obere Mechanogramm
zeigt den Verlauf bei 37°C, das mittlere bei 23°C und das untere bei 42°C.

67 -e- 37°C (n=10)
-¥— 23°C (n=9)
-A— 42°C (n=9)

Kraft [mN]

Ctr -8 -/ -6 -5 -4
Histamin (log[M])

Abbildung 10: Kontraktionskraft am menschlichen Vorhof

In der Abbildung wird die Histamin-KWK an elektrisch gereizten menschlichen
Vorhofpraparaten dargestellt. Die Kontraktionskraft ist in mN angegeben. ,n”

steht fur die Anzahl der Experimente. *: p<0.05 vs. Ctr,, +: p<0.05 vs 37°C
ANOVA Dunnet
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Abbildung 11: Kontraktionskraft am menschlichen Vorhof

In der Abbildung wird die KWK von Histamin an elektrisch gereizten
menschlichen Vorhofpraparaten bei 37°C, 23°C und 42°C dargestellt. Die
Kontraktionskraft ist zunachst auf die Kontrolle (Ctr) normiert worden und wurde
dann in % des Maximums dargestellt. ,n“ steht fur die Anzahl der Experimente.
*: p<0.05 vs. Ctr

4.2.2 Anspannungs-, Relaxationsszeit und Kontraktionsgeschwindigkeit

Die Anspannungszeit der menschlichen Vorhofpraparate variierte lediglich mit
einer Veranderung der Temperatur. Die Basalzeit unter Hypothermie war
signifikant langer (127 £ 19,8 ms, n = 9) als bei Normothermie (66,2 £ 11,5 ms)
und bei Hyperthermie (47,1 + 5,36 ms). Es ist keine Verklirzung der
Anspannungszeit mit aufsteigender Histamin-Konzentration zu erkennen
(Abbildung 12).

Die Relaxationszeit ist ebenfalls bei 23°C deutlich verlangert (311 £ 26,9 ms) als
bei 37°C (145 + 14,5 ms) und bei 42°C (125 + 10,5 ms). Wahrend der KWK mit
Histamin verkurzt sich die Relaxationszeit auf 252 + 32,0 ms bei 23°C, 89,3
5,49 ms bei 37°C und 86,7 + 10,6 ms bei 42°C. Lediglich bei 37°C und 42°C trat
eine Signifikanz (p < 0,05) ab einer Konzentration von 0,3 yM Histamin auf. Ein
signifikanter Unterschied zwischen 23°C und 37°C sowie zwischen 42°C und
23°C konnte mit einem ANOVA Test nach Dunnet festgestellt werden (Abbildung
13).
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Betrachtet man die maximale (max) und minimale  (min)
Kontraktionsgeschwindigkeit, ist unter Normothermie eine Steigerung dieser
unter Einfluss von Histamin im Vergleich zur Ausgangslage zu erkennen
(Abbildung 14). Vor der Zugabe von Histamin betrug die maximale
Geschwindigkeit 15,5 + 4,6 mN/s und die minimale -9,05 + 2,73 mN/s. Nach der
kumulativen Gabe von Histamin stieg die maximale Geschwindigkeit auf 88,6 +
5,49 mN/s und die minimale auf -59,5 + 10,78 mN/s. Unter Hyper- (max: 15,0 £
3,92 mN/s und 55,0 + 11,6 mN/s; min: -8,34 + 2,21 mN/s und -42,0 £ 9,99 mN/s)
und Hypothermie (max: 3,18 £ 0,93 mN/s und 10,2 £ 2,39 mN/s; min: -2,17
0,54 mN/s und -6,88 + 1,56 mN/s) war die Steigerung der maximalen und

minimalen Kontraktionsgeschwindigkeit geringer.

2009 -e- 37°C(n=9)
-¥- 23°C (n=9)
-A- 42°C (n=9)
150+
[ l/]"l\m
E 100+
j
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#
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Ctr -8 -7 -6 -5 -4

Histamin (log[M])

Abbildung 12: Anspannungszeit am menschlichen Vorhof

In der Abbildung wird die KWK von Histamin an elektrisch gereizten
menschlichen Vorhofpraparaten dargestellt. Die Anspannungszeit der
Temperaturen 23°C, 37°C und 42°C ist in ms dargestellt. ,n“ steht flr die Anzahl
der Experimente. +: p<0.05 vs 37°C ANOVA Dunnet, #: p<0.05 vs 23°C ANOVA
Dunnet
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Abbildung 13: Relaxationszeit am menschlichen Vorhof

In der Abbildung wird die KWK von Histamin an elektrisch gereizten
menschlichen Vorhofpraparaten dargestellt. Die maximale und minimale
Erschlaffungsgeschwindigkeit der Temperaturen 23°C, 37°C und 42°C ist in ms
dargestellt. ,n“ steht fur die Anzahl der Experimente. *: p<0.05 vs. Ctr., +: p<0.05
vs 37°C ANOVA Dunnet, #: p<0.05 vs 23°C ANOVA Dunnet
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Abbildung 14: Kontraktionsgeschwindigkeit am menschlichen Vorhof

In der Abbildung werden die Maxima bzw. Minima der ersten Ableitung der Kraft
nach der Zeit (dF/dt max und min) fir die KWK von Histamin an elektrisch
gereizten menschlichen Vorhofpraparaten dargestellt. Die maximalen
Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeiten der Temperaturen 23°C, 37°C
und 42°C sind in mN/s dargestellt. ,n“ steht fur die Anzahl der Experimente. *:
p<0.05 vs. Ctr., +: p<0.05 vs 37°C ANOVA Dunnet
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4.3 Kontraktionsversuche am Vorhof der Maus
4.3.1 Kontraktionsversuche am linken Vorhof

Die Versuche am linken Vorhof einer transgenen Maus mit kardialer Expression
des menschlichen Hz2-Rezeptors, wie in Abbildung 8 dargestellt, wurden als
Modell fir den Effekt von Histamin am menschlichen Vorhof durchgefuhrt. Im
Original-Mechanogramm ist bei den transgenen Mausen (H2-TG) wie beim
Menschen ein zeit- und konzentrationsabhangiger positiv inotroper Effekt von
Histamin zu erkennen (Abbildung 15). Die Wildtyp Mause (WT) zeigten keine
Reaktion auf Histamin. Bereits anhand der Mechanogramme in Abbildung 15 ist
erkennbar, dass der inotrope Effekt von Histamin bei den Vorhdfen der H2-TG
Maus friher einsetzt als beim Menschen, also bei niedrigeren Konzentrationen.
Dies konnte darauf zurlickzuflhren sein, dass die Dichte des H2-Rezeptors im
Vorhof der H2-TG Maus deutlich hoher ist als beim menschlichen Vorhof
(Neumann et al. 2021). Bisher konnte die genaue Dichte der Rezeptoren nicht
eindeutig bestimmt werden, da alle bisher getesteten kommerziellen Antikorper

sich als unspezifisch erwiesen haben.

Die basale Kontraktionskraft der H2-TG Mause war unter Normothermie hoher
(2,18 £ 0,30 mN) als bei Hypothermie (0,94 + 0,28 mN) oder Hyperthermie (1,31
+ 0,21 mN). Dieser Unterschied zeigte sich nicht bei WT Mausen. die
Ausgangskraft von WT Mausen war bei 37°C (2,74 £ 0,35 mN) ahnlich hoch wie
bei 23°C (2,58 + 0,44 mN) oder 42°C (2,25 + 0,31 mN). Der erste signifikante
Anstieg der Kontraktionskraft der H2-TG Mause trat bei 37°C und 23°C bei einer
Histaminkonzentration von 0,01 yM auf und bei 42°C bei 0,03 uM. Bei einer
Endkonzentration von 10 uM Histamin wurde eine maximale Kraft von 9,28 +
0,58 mN unter Normothermie erreicht. Diese war signifikant hoher als bei
Hyperthermie (4,49 £ 0,42 mN) und Hypothermie (8,05 + 0,54 mN) (Abbildung
16). Um die Potenz von Histamin bei den unterschiedlichen Temperaturen
vergleichen zu kénnen, wurden die ECso-Werte berechnet. Diese sind in Tabelle
1 aufgefluhrt.

Wie bei den menschlichen Proben, zeigte sich auch bei den H2-TG Mausen

sowie bei den WT Mausen eine signifikant langere basale Anspannungszeit
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unter Hypothermie (H2-TG: 38,4 £ 0,82 ms; WT: 39,4 + 0,70 ms) als bei Normo-
(H2-TG: 20,4 £ 0,22 ms; WT: 20,7 + 0,23 ms) und Hyperthermie (H2-TG: 18,5
0,16 ms; WT. 19,0 + 0,13 ms). Die erste signifikante Verklrzung der
Anspannungszeit unter Einfluss von Histamin trat ab einer Konzentration von
0,1 uM auf. Jedoch war dies nur unter Hypothermie der Fall, sowohl bei den H2-
TG Mausen als auch bei den WT Mausen. Hier wurde eine Zeit von 32,4 + 0,32
ms bei TG und 37,3 + 0,64 ms bei WT Mausen erreicht. Bei Normothermie und
Hyperthermie konnte sowohl bei H2-TG Mausen als auch bei WT Mausen
wahrend der Histamin-KWK keine Verkirzung gemessen werden (Abbildung
17).

Wie auch bei den menschlichen Vorhofproben zeigte sich eine deutliche
Verlangerung der Relaxationszeit bei 23°C (H2-TG: 63,0 £ 3,04 ms; WT: 85,5
4,39 ms) im Vergleich zu 37°C (H2-TG: 23,1 £ 0,78 ms; WT: 24,1 + 0,63 ms)
und 42°C (H2-TG: 19,7 £ 0,80 ms; WT: 20,2 + 0,33 ms). Hier kam es nur bei den
WT Mausen unter Hypothermie zu einer signifikanten Verkirzung der
Erschlaffungszeit ab einer Konzentration von 0,01 yM Histamin auf (WT: 67,2 +
2,94 ms) (Abbildung 18).

Auch bei der maximalen und minimalen Kontraktionsgeschwindigkeit zeigt sich,
dass Histamin bei WT-Mausen keinen Einfluss hat (Abbildung 20), wahrend bei
H2-TG-Mausen eine deutliche Steigerung der maximalen und minimalen
Geschwindigkeit beobachtet werden konnte (Abbildung 19). Bei 37°C fiel der
Effekt von Histamin wie bei den menschlichen Vorhéfen am Grofdten aus (max:
574 £ 192 mN/s; min: -354 £ 19,6 mN/s). Bei 23°C (max: 227 + 13,8 mN/s; min:
-128 £ 7,59 mN/s) und 42°C (max: 202 + 19,6 mN/s; min: -198 £ 18,7 mN/s)
hingegen konnte ein geringerer Anstieg der Kontraktionsgeschwindigkeit

gemessen werden.
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Abbildung 15: Mechanogramme der KWK von Histamin im linken Vorhof der
Maus

Die Abbildung zeigt drei Mechanogramme der Kontraktionskraft in Abhangigkeit
von der Konzentration von Histamin und der Zeit. Das obere Mechanogramm
zeigt den Verlauf bei 37°C, das mittlere bei 23°C und das untere bei 42°C.
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Abbildung 16: Kontraktionskraft am linken Vorhof der Maus

In der Abbildung wird die KWK von Histamin an elektrisch gereizten linken
Vorhofpraparaten von H2-TG und WT dargestellt. Die Kontraktionskraft istin mN
angegeben. ,n“ steht fiir die Anzahl der Experimente. *: p<0.05 vs. Ctr., X : vs.
WT, +: p<0.05 vs. 37°C ANOVA Dunnet, #: p<0.05 vs. 23°C ANOVA Dunnet
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Tabelle 1: EC50-Werte des positiv inotropen und chronotropen Effekts am
Vorhof der Maus

Vergleich des halbmaximalen positiv inotropen und chronotropen Effekts von
Histamin in isolierten rechten und linken Vorhéfen der Hz-transgenen Mause.
Die ECso-Werte sind als dekadischer Logarithmus dargestellt.

Temperatur Linker Vorhof Rechter Vorhof | Rechter Vorhof
Kraft Schlagfrequenz Kraft
37 °C -7.0x0.1 -7.1%0.1 -72+03
23°C -6.7+01"* -72+0.1 -7.4+0.1
42 °C -66+0.1"* -71+£0.2 -6.9+£0.3

*: p<0.05vs. 37°C
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Abbildung 17: Anspannungszeit am linken Mausvorhof

In der Abbildung wird die KWK von Histamin an elektrisch gereizten linken
Vorhofpraparaten der Maus dargestellt. Die Anspannungszeit der Temperaturen
23°C, 37°C und 42°C ist in ms dargestellt. ,n“ steht fir die Anzahl der
Experimente. *: p<0.05 vs. Ctr.,% : vs. WT, +: p<0.05 vs. 37°C ANOVA Dunnet,
#: p<0.05 vs. 23°C ANOVA Dunnet
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Abbildung 18: Relaxationszeit am linken Mausvorhof

In der Abbildung wird die KWK von Histamin an elektrisch gereizten linken
Vorhofpraparaten der Maus dargestellt. Die Erschlaffungszeit der Temperaturen
23°C, 37°C und 42°C ist in ms dargestellt. ,n“ steht fur die Anzahl der
Experimente. *: p<0.05 vs. Ctr., % : vs. WT, +: p<0.05 vs. 37°C ANOVA Dunnet,
#: p<0.05 vs. 23°C ANOVA Dunnet
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Abbildung 19: Kontraktionsgeschwindigkeit am linken Mausvorhof der H2-TG
Mause

In der Abbildung wird die KWK von Histamin an elektrisch gereizten linken Ha-
TG Vorhofpraparaten dargestellt. Die maximalen Kontraktions- und
Relaxationsgeschwindigkeiten der Temperaturen 23°C, 37°C und 42°C sind in
mN/s dargestellt. ,n“ steht flr die Anzahl der Experimente. *: p<0.05 vs. Ctr, +:
p<0.05 vs. 37°C ANOVA Dunnet
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Abbildung 20: Kontraktionsgeschwindigkeit am linken Mausvorhof der WT
Mause

In der Abbildung wird die KWK von Histamin an elektrisch gereizten linken WT
Vorhofpraparaten  dargestellit. Die  maximalen Kontraktions-  und
Relaxationsgeschwindigkeiten der Temperaturen 23°C, 37°C und 42°C sind in
mN/s dargestellt. ,n“ steht fur die Anzahl der Experimente. *: p<0.05 vs. Ctr, +:
p<0.05 vs. 37°C ANOVA Dunnet, #: p<0.05 vs. 23°C ANOVA Dunnet

4.3.2 Kontraktions- und Frequenzversuche am rechten Vorhof

Im rechten Vorhof der Maus wurde nicht nur die Frequenz der spontan
schlagenden Vorhofpraparate untersucht, sondern auch Daten zur
Kontraktionskraft, Anspannungs- und Relaxationszeit sowie zur maximalen und
minimalen Relaxationsgeschwindigkeit erhoben, um einen Vergleich zum linken

Vorhof herzustellen.

Abbildung 21 zeigt die originalen Mechanogramme der Frequenz der Hz2-TG
Mause. Die Frequenz der rechten Vorhofpraparate war unter basalen
Bedingungen bei Hyperthermie (H2-TG: 534 £ 32,1 bpm; WT: 419 + 23,7 bpm)
deutlich hoher als bei Normothermie (H2-TG: 454 + 22,2 bpm; WT: 359 + 19,3
bpm) (Abbildung 22). Unter Hypothermie (H2-TG: 120 + 10,4 bpm; WT: 57 £ 7,4
bpm) sank die basale Frequenz nochmals stark ab. Im Verlauf der Histamin-
KWK zeigte sich eine signifikante Steigerung der Frequenz bei allen

Temperaturen der H2-TG Mause ab einer Konzentration von 0,03 uM Histamin
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(37°C) sowie 0,1 uyM Histamin (23°C, 42°C). Am Ende der KWK wurde eine
Frequenz von 614 £ 25,7 bpm bei 37°C, 226 £ 2,95 bpm bei 23°C und 662 *
28,8 bpm bei 42°C erreicht. Die ECso-Werte zeigten keine Unterschiede in der
Potenz von Histamin zur Steigerung der Schlagfrequenz bei den
unterschiedlichen Temperaturen (Tabelle 1). Die WT Mause zeigten bis zum
Erreichen hoherer Konzentrationen keinerlei Reaktion auf das Histamin. Eine
signifikante Steigerung der Schlagfrequenz zeigte sich erst bei einer
Konzentration von 1 yM Histamin (37°C), 0,1 uM Histamin (23°C) sowie 3 pM
Histamin (42°C).

Die Kontraktionskraft im rechten Vorhof der H2-TG Mause stieg lediglich unter
Hypothermie im Verlauf der Histamin-KWK (Abbildung 23). Bei H2-TG war die
basale Kontraktionskraft unter Normothermie hoéher (0,96 + 0,13 mN) als bei
Hypothermie (0,67 + 0,11 mN) und Hyperthermie (0,67 + 0,08 mN). Jedoch
zeigte sich nur ein schwacher Anstieg der Kraft bei 37°C und 42°C. Bei 23°C
stieg die Kontraktionskraft auf 3,19 + 0,23 mN in der Endkonzentration und der
erste signifikante Anstieg war bereits ab 0,01 yM Histamin zu erkennen. Bei den
WT Mausen zeigte sich wie im linken Vorhof keine Reaktion auf Histamin im
Verlauf der KWK. In Tabelle 1 sind die ECso-Werte fur die Potenz von Histamin
bei den unterschiedlichen Temperaturen dargestellt. Es wurde kein signifikanter

Unterschied festgestellt.

Ahnlich wie beim linken Vorhof war ebenfalls die basale Anspannungszeit beim
rechten Vorhof unter Hypothermie (H2-TG: 38,4 + 0,82 ms; WT: 39,1 £ 1,35 ms)
deutlich langer als unter Normo- (H2-TG: 20,4 + 0,40 ms; WT: 19,5 £ 0,59 ms)
oder Hyperthermie (H2-TG: 21,1 £ 0,72 ms; WT: 19,2 £ 0,57 ms) (Abbildung 24).
Im Verlauf der Histamin-KWK zeigte sich bei 23°C eine Verkurzung der
Anspannungszeit auf 30,5 £ 0,30 ms (H2-TG) bzw. 36,2 + 0,82 ms (WT). Bei den
H2-TG Mausen trat die erste signifikante Verkurzung bei 0,01 yM Histamin auf,
wahrend bei den WT Mausen dies bei 3 uM der Fall war. Weder bei 37°C noch
bei 42°C konnte eine signifikante Veranderung der Anspannungszeit bei den Hz-

TG Mausen und bei den WT Mausen gemessen werden.

Die basale Relaxationszeit im rechten Vorhof der H2-TG Méause und der WT
Mause war ebenfalls unter Hypothermie (H2-TG: 80,6 + 3,57 ms; WT: 98,3
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3,99 ms) deutlich verlangert im Gegensatz zur Normo- (H2-TG: 23,1 + 0,54 ms;
WT: 23,3 + 0,33 ms) und Hyperthermie (H2-TG: 22,0 £ 0,80 ms; WT: 21,4 + 0,43
ms) — wie im linken Vorhof der Maus (Abbildung 25). Die erste signifikante
Verklrzung der Erschlaffungszeit unter Hypothermie war bei H2-TG Mausen ab
0,01 pM Histamin und bei WT Mausen ab 3 uM Histamin zu erkennen. Bei der
Endkonzentration betrug die Relaxationszeit 60,5 + 2,03 ms (H2-TG) bzw. 77,2
1+ 4,41 ms (WT).

Des Weiteren erhdhte Histamin im rechten Vorhof die maximale Kontraktions-
und Relaxationsgeschwindigkeit bei den H2-TG Mausen, jedoch hauptsachlich
bei 23°C. Hier stieg die basale Geschwindigkeit (max: 17,0 + 3,13 mN/s; min: -
10,3 = 1,9 mN/s) signifikant an auf 94,8 £ 7,06 mN/s (max) bzw. -56,9 + 4,23
mN/s (min) bei einer Endkonzentration von 10 pyM Histamin. Die erste
signifikante Steigerung wurde bei 0,01 yM Histamin gemessen. Unter Normo-
und Hyperthermie stieg die Kontraktionsgeschwindigkeit zunachst an und fiel
anschlieRend wieder ab (Abbildung 26). Bei den rechten Vorhéfen der WT
Mause zeigte sich wie schon zuvor kein Effekt durch Histamin auf die

Kontraktionsgeschwindigkeit (Abbildung 27).
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Abbildung 21: Mechanogramme der KWK im rechten Vorhof der H2-TG Maus

Die Abbildung zeigt drei reprasentative Mechanogramme der Frequenz in
Schlagen pro Minute (bpm) in Abhangigkeit von der Konzentration von Histamin
und der Zeit. Das obere Mechanogramm zeigt den Verlauf bei 37°C, das mittlere
bei 23°C und das untere bei 42°C.
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Abbildung 22: Frequenz am rechten Mausvorhof

In der Abbildung wird die KWK mit Histamin an spontan schlagenden rechten
Vorhofpraparaten der Maus dargestellt. Die Frequenz der Temperaturen 23°C,
37°C und 42°C ist in bpm dargestellt. ,n" steht fur die Anzahl der Experimente.
*: p<0.05 vs. Ctr., % : vs. WT, +: p<0.05 vs. 37°C ANOVA Dunnet, #: p<0.05 vs.
23°C ANOVA Dunnet
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Abbildung 23: Kontraktionskraft am rechten Vorhof der Maus

In der Abbildung wird die KWK mit Histamin an spontan schlagenden rechten
Vorhofpraparaten von H2-TG und WT dargestellt. Die Kontraktionskraft istin mN
angegeben. ,n“ steht fiir die Anzahl der Experimente. *: p<0.05 vs. Ctr., X : vs.
WT, +: p<0.05 vs. 37°C ANOVA Dunnet, #: p<0.05 vs. 23°C ANOVA Dunnet
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Abbildung 24: Anspannungszeit am rechten Mausvorhof

In der Abbildung wird die KWK mit Histamin an spontan schlagenden rechten
Vorhofpraparaten von H2-TG und WT dargestellt. Die Anspannungszeit der
Temperaturen 23°C, 37°C und 42°C ist in ms dargestellt. ,n“ steht fur die Anzahl
der Experimente. *; p<0.05 vs. Ctr., % : vs. WT, +: p<0.05 vs. 37°C ANOVA
Dunnet, #: p<0.05 vs. 23°C ANOVA Dunnet
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Abbildung 25: Relaxationszeit am rechten Mausvorhof

In der Abbildung wird die KWK mit Histamin an spontan schlagenden rechten
Vorhofpraparaten von H2-TG und WT dargestellt. Die Relaxationszeit der
Temperaturen 23°C, 37°C und 42°C ist in ms dargestellt. ,n“ steht flr die Anzahl
der Experimente. *: p<0.05 vs. Ctr., % : vs. WT, +: p<0.05 vs. 37°C ANOVA
Dunnet, #: p<0.05 vs. 23°C ANOVA Dunnet
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Abbildung 26: Kontraktionsgeschwindigkeit am rechten Mausvorhof der H2-TG
Mause

In der Abbildung wird die KWK mit Histamin an spontan schlagenden rechten
H2-TG Vorhofpraparaten dargestellt. Die maximalen Kontraktions- und
Relaxationsgeschwindigkeiten der Temperaturen 23°C, 37°C und 42°C sind in
mN/s dargestellt. ,n“ steht fur die Anzahl der Experimente. *: p<0.05 vs. Citr, +:
p<0.05 vs. 37°C ANOVA Dunnet
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Abbildung 27: Kontraktionsgeschwindigkeit am linken Mausvorhof der WT
Mause

In der Abbildung wird die KWK mit Histamin spontan schlagenden rechten WT
Vorhofpraparaten  dargestellt. Die  maximalen  Kontraktions- und
Relaxationsgeschwindigkeiten der Temperaturen 23°C, 37°C und 42°C sind in
mN/s dargestellt. ,n“ steht fur die Anzahl der Experimente. *: p<0.05 vs. Ctr, +:
p<0.05 vs. 37°C ANOVA Dunnet, #: p<0.05 vs. 23°C ANOVA Dunnet
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4.4 Proteinphosphorylierung

Es wurde untersucht, ob sich die Phosphorylierung von Phospholamban unter
den Bedingungen einer Histamin-Gabe bei unterschiedlichen Temperaturen
verandert. Die Quantifizierung der PLB-Phosphorylierung bei H2-TG Mausen
und WT Mausen ist in Abbildung 29 dargestellt. Histamin erhdhte die
Phosphorylierung von Phospholamban an Serin 16 bei einer Konzentration von
10 gM Histamin in H2-TG Mausen. Es lasst sich vermuten, dass die durch
Histamin bedingte Beschleunigung der Relaxation unter Hypothermie weniger
potent ist als unter Normo- und Hyperthermie (vgl. Abbildung 19). Dieser
Unterschied spiegelt sich in der geringeren Phosphorylierung von
Phospholamban unter Hypothermie (1,86 + 0,33) im Vergleich zu Normo- (2,7 +
0,18) und Hyperthermie (2,48 + 0,24) wider (p < 0,05; n=4-5). Dies bestatigt die
Beziehung zwischen der Phospholamban Phosphorylierung und der
Beschleunigung der Relaxation (positiv lusitroper Effekt). In WT Mausen wurde
keine Erhohung der Phosphorylierung von Phospholamban an Serin 16
festgestellt. Dies geht mit der Tatsache einher, dass Histamin weder einen

inotropen noch einen lusitropen Effekt in WT-Mausen zeigte.

In Abbildung 28 ist ein original Western Blot von H2-TG- und WT-Proben gezeigt.
Im oberen Bereich wurde die Calsequestrin-Expression (CSQ) (s. 3.6) bestimmt
und zur Normierung der P-Serin16-PLB-Expression verwendet. Darunter sind
die Banden von P-Serin16-Phospholamban zu sehen. Im Western Blot ist
bereits zu erkennen, dass die Expression von P-Serin16-PLB bei den H2-TG
Mausen deutlich starker ausfallt als bei den WT Mausen. Der Nachweis, dass
die Banden tatsachlich PLB reprasentieren, ist in Abbildung 30 dargestellt: In
den ersten beiden Spalten werden die Positivkontrollen gezeigt. Hier wurden
Proben mit der maximal effektiven Dosis von Isoprenalin (1 uM) aufgetragen
und die Probe aus der zweiten Spalte wurde vor dem Beladen des Gels bei 90°C
gekocht. Dadurch sind sowohl die monomere als auch die pentamere Form von
PLB erkennbar, wodurch man diese Banden dem Phospholamban zuordnen
kann. Zusatzlich sind in dieser Abbildung die Proben der menschlichen rechten

Vorhofe dargestellt, welche ebenfalls die Expression von an Serin-16
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phosphoryliertem Phospholamban unter den verschiedenen Temperaturen

reprasentieren.

Anschliefiend wurde die Phosphorylierung von Phospholamban an Serin 16 in
den menschlichen Vorhofpraparaten untersucht. Bei einer
Histaminkonzentration von 100 uM stieg die Phosphorylierung von
Phospholamban unter Hyperthermie (0,03 + 0,01) signifikant weniger an als
unter Normo- (0,31 £ 0,03) und Hypothermie (0,31 £ 0,06) (Abbildung 31).

Des Weiteren wurde die Expression von HSP70 bei der Maus untersucht.
Hierfir wurden die Proben der linken Vorhofpraparate untersucht. Es konnten
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Temperaturen und den WT
Mausen und H2-TG Mausen festgestellt werden. Die Westernblot-Banden
wurden quantifiziert und die Expression von HSP70 auf die Expression von

Calsequestrin normiert. Die Daten sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

TG WT
23 37 42 23 37 42 °C

kDa

76 —
52— --o—.--——‘——“_CSQ

38 —
31 —

24 — — <+— PS16-PLB
17 —

Abbildung 28: Western Blot von Proben der linken Mausvorhofe

Der Molekulargewichtsstandard der Proben ist dargestellt in kDa auf der linken
Seite. Auf der rechten Seite sind Calsequestrin (als Ladungskontrolle) und
Phospho-Serin-16-Phospholamban (PS16-PLB) mittels Pfeilen
gekennzeichnet. Zu sehen sind die Expressionen der H2-TG und WT Proben bei
23°C, 37°C und 42°C.
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Abbildung 29: Phosphorylierungszustand von Serin-16 am linken Mausvorhof

Quantifizierung von Serin-16 im Verhaltnis zur Calsequestrinexpression. Sowohl
die Ergebnisse der WT Mause als auch die H2-TG Mause sind abgebildet. Die
Temperaturen des Organbades sind dargestellt als weille Balken (37°C),
gepunktete Balken (23°C) und gestrichelte Balken (42°C). ,n“ steht fir die
Anzahl der Experimente. * p<0.05 vs. 37°C
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Abbildung 30: Western Blot von Proben der menschlichen Vorhofpraparate

Der Molekulargewichtsstandard ist dargestellt in kDa auf der linken Seite. Auf
der rechten Seite ist die pentamere und monomere Form von P-Serin-16-PLB
mittels Pfeilen gekennzeichnet. Zu sehen ist die Expression von P-Serin-16-PLB
bei 23°C, 37°C und 42°C. AulRerdem sind zwei Kontrollproben mit Isoprenalin
behandelt dargestellt. Die erste Probe ist ungekocht, die zweite wurde bei 90°C
gekocht, bevor sie auf das Gel appliziert wurde.
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Abbildung 31: Phosphorylierung von Serin-16 am menschlichen Vorhof

Quantifizierung von P-Serin-16-PLB im Verhaltnis zur Calsequestrinexpression.
Die Temperaturen des Organbades sind dargestellt als weilker Balken (37°C),
gepunkteter Balken (23°C) und gestrichelter Balken (42°C). ,n“ steht fur die
Anzahl der Experimente. * p<0.05 vs. 37°C

Tabelle 2: Expression von HSP70 am linken Vorhof der Mauspraparate

Quantifizierung von HSP70 im Verhaltnis zur Calsequestrinexpression. Sowohl
die WT als auch die H2-TG Ergebnisse sind bei den unterschiedlichen
Temperaturen dargestellt. SEM steht fir die Standardabweichung.

WT Vorhof | WT Vorhof | WT Vorhof | TG Vorhof | TG Vorhof | TG Vorhof
23°C 37°C 42°C 23°C 37°C 42°C

Mittelwert 0,70 0,78 0,93 0,53 0,61 0,77

SEM +0,19 +0,12 +0,09 +0,17 +0,03 +0,10
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4.5 Arrhythmien

AbschlieRend wurde der Frage nachgegangen, ob Histamin-bedingte
Arrhythmien in den rechten Vorhéfen der WT Mause und H2-TG Mause
temperaturabhangig sind. Dabei wurden sowohl die Anzahl als auch die Dauer
der Arrhythmien analysiert. Zur Veranschaulichung der entstandenen
Arrhythmien ist in Abbildung 32 ein Ausschnitt eines Original-Mechanogramms
einer Histamin-KWK im rechten Mausevorhof bei 42°C dargestellt. Die
Vergrolerungen unterhalb des roten Mechanogramms zeigen die
Einzelkontraktionen in hoher zeitlicher Aufldsung, um das Erkennen der
Arrhythmien zu erleichtern. Die Herzrhythmusstorungen traten typischerweise
kurz nach der Zugabe von Histamin auf und waren nach dem Abkuhlen des
Organbades auf 37°C reversibel. Die Arrhythmien wurden als solche gewertet,
wenn sie unter basalen Bedingungen nicht vorhanden waren und erst nach der
Zugabe von Histamin entstanden. Fur die Analyse der Dauer der Arrhythmien
wurde festgelegt, dass nur der Zeitraum ab der Histamingabe bis zum
Auswaschen bzw. Umstellen der Temperatur gewertet wird. Die Analyse der
Arrhythmien ergab, dass unter Hyperthermie die Dauer bei H2-TG Mausen (918
1 198 min) signifikant hdher als bei WT-Mausen (186 + 91,6 min) war (Abbildung
33). Bei Normo- und Hypothermie konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen Hz-TG Mausen und WT Mausen festgestellt werden. Die Dauer der
Arrhythmien war unter Hypothermie (H2-TG: 730 + 199 min; WT: 710 + 222 min)
l&anger als bei Normothermie (H2-TG: 239 £ 92,3 min; WT: 149 £ 81,1 min).

Weiterhin wurde die Anzahl der Arrhythmien in den Experimenten untersucht.
Hierbei wurde lediglich nach dem Ja-Nein-Prinzip vorgegangen und die Daten
mit einem y>-Test analysiert. Unter Hyperthermie traten die
Herzrhythmusstorungen bei H2-TG-Mausen signifikant 6fter auf (ja: 15; nein: 1)
als bei WT Mausen (ja: 6; nein: 9). Die Daten sind in Abbildung 34 als

Balkendiagramm dargestellt.
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Abbildung 32: Mechanogramm am rechten Mausvorhof

Ausschnitt eines reprasentativen Mechanogramms des rechten Vorhofs einer
WT Maus (schwarz) und einer H2-TG Maus (rot) zur Verdeutlichung der
Arrhythmien bei 42°C. Dargestellt ist das Ende einer Histamin-KWK, in der
typischerweise die Arrhythmien auftraten. Unterhalb des roten Mechanogramms
sind die Einzelkontraktionen in zeitlicher VergroRerung gezeigt, um die
Arrhythmien einfacher zu erkennen. Der Pfeil mit der Beschriftung 37°C stellt
die Umstellung des Organbades auf diese Temperatur dar, ab der die
Arrhythmien i.d.R. reversibel waren.
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Abbildung 33: Dauer der Arrhythmien am rechten Vorhof der Maus

Mittels eines Balkendiagramms dargestellte Dauer der Arrhythmien in Sekunden
bei WT Mausen und H2-TG Mausen abhangig von den verschiedenen
Temperaturen wahrend der Histamingabe. Die gestrichelten Balken
reprasentieren die H2-TG Mause und die weillen die WT Mause. ,n“ steht fur die
Zahl der Experimente. *p < 0.05 vs. 37°C. +p < 0.05 vs. WT
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Abbildung 34: Inzidenzen der Arrhythmien am rechten Vorhof der Maus

Mittels eines Balkendiagramms werden die Inzidenzen der Arrhythmien
temperaturabhangig bei WT Mausen und Hz-TG Mausen unter Histaminzugabe
gezeigt. Die horizontalgestrichelten Linien reprasentieren die WT Mause und die
diagonalgestrichelten die H2-TG Mause. Untersucht wurde nach dem Ja-Nein-
Prinzip. Die Zahl der Experimente lag bei n=16. *p < 0.05 (x2-Test).
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methoden
5.1.1 Mausmodell

Im Institut far Pharmakologie und Toxikologie der Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg wurde ein transgenes Mausmodell generiert, welches den
humanen Histamin H2-Rezeptor im Herzen tberexprimiert (Gergs et al., 2019a,
Neumann et al., 2021a). Vorher konnte der Hz-Rezeptor in Mausversuchen
bezlglich der Kontraktionskraft nicht untersucht werden, da bei Wildtyp-Mausen
kein funktioneller H2-Rezeptor exprimiert zu sein scheint. Stattdessen wurde nur
das Arbeitsmyokard von menschlichen Vorhofpraparaten verwendet, die
wahrend einer Bypass-Operation gewonnen wurden. Die Vor- und Nachteile
dieser Methode werden in Abschnitt 5.1.2 genauer erlautert. Durch das
transgene Mausmodell war es nun moglich, den H2-Rezeptor-vermittelten Effekt
von Histamin am Herzen in vitro unter standardisierten Bedingungen zu
untersuchen und die inotrope Wirkung am linken Vorhof getrennt von der
chronotropen Wirkung am rechten Vorhof der transgenen Mause zu
beobachten. Als Kontrolle fur die transgenen Mause wurden Wildtyp-
Geschwistertiere genutzt, die den H2-Rezeptor nicht Uberexprimieren und somit
nicht auf Histamin reagieren (Gergs et al., 2019a). Ein Vorteil gegenuber den
menschlichen Praparaten bestand darin, dass der Sinusknoten im rechten
Vorhof der Mause erhalten blieb und somit die Auswirkungen von Histamin auf
die Frequenz und die Entstehung von Arrhythmien gemessen werden konnten.
Des Weiteren konnen die Daten der transgenen Mause objektiver verglichen
werden, da keine Vorerkrankungen oder eine Medikation vorlagen, im
Gegensatz zu den menschlichen Praparaten. Zudem lassen sich die Mause im
Vergleich zu groReren Saugetieren deutlich einfacher zichten, halten und
handhaben. Ein Nachteil besteht jedoch darin, dass neben generellen
Speziesunterschieden im Western Blot und PCR nicht die genaue Anzahl an Ho-
Rezeptoren gemessen werden konnte (Gergs et al., 2019a). Dies hat zur Folge,
dass das Mausmodell nicht ohne Weiteres auf den Menschen oder eine andere
Spezies Ubertragen werden kann. Die Schlussfolgerungen aus den Mausdaten

stellen lediglich eine Annaherung an das menschliche Herz dar. Unter
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Basalbedingungen war die Herzfrequenz der transgenen Tiere hoher als die der
Wildtyp-Mause. Dies kdnnte moglicherweise durch eine gewisse Grundaktivitat
des H2-Rezeptors erklart werden, die daflr sorgt, dass die Signalkaskade auch
schon ohne Agonisten aktiviert wird (Gergs et al., 2019a). In diesem Mausmodell
wurde nur der H2-Rezeptor exprimiert und die anderen Subtypen nicht. Dies ist
fur diese Arbeit von Vorteil, da sich die Fragestellung ausschliel3lich mit dem Hz-
Rezeptor und nicht mit dem H1-, Hs- oder Hs-Rezeptor beschaftigt. Die
Ubertragbarkeit auf den Menschen wird dadurch jedoch eingeschrankt, da
menschliche Herzmuskelzellen sowohl den Hi- als auch den H2-Rezeptor
exprimieren. Zukunftige Experimente konnten beispielsweise mit Doppelt-
transgenen Mausen durchgefuhrt werden, welche beide Histaminrezeptoren, H+
und H2, Uberexprimieren. Solche Versuche sind zu erwarten, da im Institut fur
Pharmakologie und Toxikologie Halle (Saale) auch ein neues Mausmodell mit
H1-Rezeptor-Uberexpression vorhanden ist und derzeit basal charakterisiert

wird.
5.1.2 Menschliche Praparate

Die menschlichen Vorhofpraparate fur diese Versuchsreihe wurden wahrend
einer Bypass-Operation in der Herzchirurgie des Universitatsklinikums Halle
(Saale) entnommen. Normalerweise werden diese Gewebestiicke verworfen.
Wenn jedoch die Patienten einer Verwendung zu Forschungszwecken
zugestimmt hatten, wurden die Vorhofgewebesticke dem Institut far
Pharmakologie und Toxikologie zur Verflgung gestellt. Diese Praparate sind ein
wichtiger Bestandteil der Arbeit, da sie einen guten Vergleich zwischen in vitro
und in vivo ermdglichen. Allerdings kdonnen auf diese Weise prinzipiell nur
Praparate von Menschen untersucht werden, die an Vorerkrankungen leiden
und eine Medikation aufweisen und somit nicht den physiologisch gesunden
Bedingungen entsprechen. Zudem konnen hier keine Arrhythmien beurteilt
werden, da der Sinusknoten fehlt und die Praparate elektrisch gereizt werden
mussen und somit nicht spontan schlagen. Es kann also lediglich eine Wirkung
auf die Kontraktionskraft und nicht auf die Frequenz gemessen werden. Die
Versuche an den menschlichen Praparaten bieten somit lediglich einen Ausblick

und Effekte beim Menschen miussten zu einem spateren Zeitpunkt noch
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eingehender untersucht werden. Die elektrisch gereizten menschlichen
Praparate zeigten keine Arrhythmien, wie auch bei den elektrisch gereizten
linken Vorhofpraparaten der H2-TG und WT Mause keine Arrhythmien auftraten.
Um auch diese bei menschlichen Praparaten besser untersuchen zu konnen,
konnte ein Modell sinnvoll sein, bei dem zum Beispiel aus pluripotenten
Stammzellen spontan schlagende humane Zellen gewonnen werden wiurden.
Pluripotente Zellen wurden in friheren Forschungen eingehend untersucht (Liu
et al., 2020). Juingste Forschungen beschaftigen sich mit pluripotenten Zellen
des Herzens. Diese brachten jedoch auch Nachteile beim Einsatz dieser Zellen
bei der Erforschung von Herztransplantationen und der Behandlung von
Myokardinfarkten zum Vorschein (Cheng et al., 2023, Kishino et al., 2023, Yu et
al., 2023). Die Stammzellen neigen beispielsweise von Natur aus zu
Arrhythmien, was fur die hier behandelte Fragestellung nicht von Vorteil ware
(Cheng et al., 2023). Dementsprechend mussen die pluripotenten Stammzellen
erst noch weiter erforscht werden, um sie fur diese Fragestellung nutzen zu

konnen.
5.1.3 Kontraktionsversuche an isolierten Vorhofen

Fir die Kontraktionsversuche wurden die isolierten linken und rechten Vorhofe
der Hz-transgenen und Wildtyp Mause genutzt. Die Kontraktionskraft wurde am
linken Vorhof gemessen und die Frequenz am rechten Vorhof. Dies hat den
Vorteil, dass diese Parameter unabhangig voneinander betrachtet werden
konnten, im Gegensatz zu einem Versuch, der in vivo stattgefunden hatte.
Jedoch konnten durch diese Methode komplexe Vorgange im Organismus wie
beispielsweise die Wechselwirkung mit dem Blutdruck oder neuronale

Wechselwirkungen nicht beurteilt werden.

Ein weiterer relevanter Nachteil ist, dass die Vorhofe der Mause lediglich wenige
Millimeter grof3 sind. Dadurch kann das Muskelgewebe bei der Praparation der
Vorhofe unbeabsichtigt geschadigt werden, sowie das Anbringen der Hakchen
an den Vorhéfen zu mechanischen Irritationen wie einer Uberdehnung des
Muskels fuhren. Dies kann dazu fuhren, dass es sowohl in den spontan
schlagenden rechten als auch in den elektrisch gereizten linken Vorhéfen zu

einer Bradykardie, Tachykardie oder Arrhythmie kommen kann, die bereits
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wahrend der Aquilibrierphase auftritt. Versuche, bei denen dies zu Beginn
auftrat, wurden nicht gewertet, da das Risiko bestand, dass es sich um ein

Praparationsartefakt handelt.
5.1.4 Kontraktionsversuche an menschlichen Vorhofpraparaten

Fur die Kontraktionsversuche wurden auch menschliche Vorhofpraparate
genutzt. Diese wurden zuvor fachgerecht prapariert und anschliel3end
eingehangt werden. Es besteht dieselbe Problematik wie bei den Mausvorhofen,
da es auch hier zu mechanischen Irritationen kommen kann, die sich
anschlie®end im Mechanogramm niederschlagen kdonnen. Au3erdem konnen
die Praparate nach der Praparation unterschiedliche Durchmesser aufweisen,
was in der Analyse nicht berucksichtigt wurde. Hierfur musste ein Verfahren
etabliert werden, um den Durchmesser der Praparate messen zu kdnnen und in
einer Normierung zu berucksichtigen. Dies konnte die Streuung der

gemessenen Daten deutlich verringern.
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5.2 Effekte von Histamin

5.2.1 Kontraktionsversuche

Da H2-Rezeptoren und [(-Adrenorezeptoren Uber Gs-Proteine die
Adenylylcyclase stimulieren und zu einem Anstieg von cAMP fiihren, kénnen die
hier gemessenen Histamin-Daten mit Studien mit Isoprenalin verglichen
werden. Isoprenalin stimuliert direkt den B-Adrenorezeptor und sollte sowohl im
menschlichen als auch im Mausherzen die Kontraktionskraft und die Frequenz
nahezu maximal erhdéhen. Solche Vergleiche wurden beispielsweise flr
Isoprenalin und Serotonin durchgefuhrt (Gergs et al., 2013, Gergs et al., 2009).
In linken Vorhofpraparaten von WT Mausen konnte gezeigt werden, dass
Isoprenalin unter Hypothermie weniger potent war, die Kontraktionskraft zu
steigern als unter Normothermie (Gergs et al., 2021a). Der Effekt von Histamin
auf die Kontraktionskraft bei 23°C wies eine Rechtsverschiebung im Vergleich
zu 37°C bei H2-TG Mausen auf. Dies bedeutet, dass auch hier die Wirkung
weniger potent war (Abbildung 16). Daraus kann folglich geschlossen werden,
dass ein ahnlicher Mechanismus zum Tragen kommt, der den Effekt von
Histamin und Isoprenalin bei niedrigen Temperaturen erklaren kann. Weitere
Untersuchungen stltzen diese These: In einer Studie an Meerschweinchen
wurde der inotrope Effekt von Isoprenalin an elektrisch stimulierten linken
Vorhofen der Tiere untersucht. Auch hier zeigte sich eine Rechtsverschiebung
des positiv inotropen Effekts bei 25°C im Vergleich zu 37°C (Reinhardt et al.,
1978, Tenner et al., 1978). Ahnliche Ergebnisse zeigte eine weitere Studie, in
der der positiv inotrope Effekt von Histamin auf die Papillarmuskeln von
Meerschweinchen untersucht wurde. Auch hier wurde ein geringerer Effekt bei
Hypothermie (25°C) im Vergleich zu Normothermie bei 37,5°C festgestellt
(Longhurst et al., 1983). Im rechten Vorhof wurde der chronotrope Effekt von
Histamin gemessen. Hier ergaben die Daten, dass die Frequenz der spontan
schlagenden rechten Vorhofe der H2-TG Mause bei Hypothermie niedriger war
als bei Normothermie, jedoch die Potenz von Histamin zur Steigerung der
Frequenz bei beiden Temperaturen ahnlich war (Abbildung 22). Dieser Effekt

wurde ebenfalls flr Isoprenalin beobachtet. In den rechten Vorhofpraparaten der
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WT Mause war die Basalfrequenz bei 23°C im Vergleich zu 37°C erniedrigt, aber

der positiv chronotrope Effekt war ahnlich (Gergs et al., 2021a).

Hyperthermie flihrte zu einer Abnahme der maximalen Kontraktionskraft in den
linken Vorhoéfen und zu einer Zunahme der Basalfrequenz in den spontan
schlagenden rechten Vorhéfen der H2-TG Mause. Der positiv inotrope Effekt war
bei 42°C in H2-TG Mausen geringer als bei 37°C. Dies konnte sowohl in den
Mausvorhéfen (Abbildung 16, 22) als auch in den menschlichen
Vorhofpraparaten (Abbildung 10) beobachtet werden. Auch der positiv inotrope
Effekt von Isoprenalin in isolierten linken Vorhofpraparaten von
Meerschweinchen zeigte unter Hyperthermie eine deutliche Abschwachung
gegenuber der Normothermie (Reinhardt et al., 1978). Erhohte Temperaturen
fuhrten zu einem geringeren Anstieg der Kontraktionskraft in den linken
Vorhofpraparaten und gleichzeitig zu einer Erhdhung der Herzfrequenz in

rechten Vorhofen von H2-TG Mausen.

Bei den menschlichen rechten Vorhofpraparaten konnte bei keiner Temperatur
ein Plateau bei der Konzentrationswirkungskurve erreicht werden. Die maximale
Konzentration wurde auf 100 pM Histamin festgelegt, da in friheren
Experimenten bei 37°C ein Plateau erreicht wurde und ein pECso-Wert von -5,11
1 0,32 (n=9) berechnet werden konnte (Neumann et al., 2021a, Neumann et al.,
2021b, Neumann et al., 2021c, Neumann et al., 2021d). Eine andere Studie
zeigte ahnliche pECso-Werte von -5,54 in humanen rechten Vorhofpraparaten
(Zerkowski et al., 1993). Die maximale Histaminkonzentration wurde nicht weiter
erhoht, da Histamin ab einer Konzentration von mehr als 100 uM sehr schlecht
ausgewaschen werden kann und somit der Versuchsablauf nicht hatte

eingehalten werden kdnnen.

Der Anstieg der Frequenz in den rechten Vorhofen der WT Mause bei sehr
hohen Histaminkonzentrationen konnte durch die Freisetzung von
Katecholaminen verursacht und nicht Uber H2-Rezeptoren vermittelt sein. In
einer Studie an Ratten wurde die Wirkung von Histamin auf die Steigerung der
Katecholaminfreisetzung untersucht (Laher et al., 1980b). Um diese Hypothese
auszuschlieRen, wurden Versuche mit Propranolol (siehe Anhang) durchgefihrt.

Propranolol fuhrte zu einer Abnahme der Frequenz nach der Histamingabe
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(Laher et al., 1980b). Ahnliche Ergebnisse wurden auch an Herzen von Katzen
(Laher et al., 1980a), Hunden (Flacke et al., 1967) und an Pythons (Norgaard et
al., 2021) gefunden. In der letztgenannten Studie wurde sowohl die Wirkung von
Histamin mittels des H2-Rezeptors als auch durch die Freisetzung von
Katecholaminen untersucht. Auch hier wurde Propranolol verabreicht und die
Frequenz konnte durch den B-Adrenorezeptorenblocker gesenkt werden
(Norgaard et al., 2021). Diese Studien legen nahe, dass auch hier die
Freisetzung von Katecholaminen eine Rolle spielen konnte. Dies musste jedoch

in einer weiteren Studie untersucht werden.
5.2.2 Phosphorylierung

Histamin erhdhte die Phospholamban-Phosphorylierung unter Normothermie in
isolierten Vorhofpraparaten von H2-TG Mausen, wie bereits in vorherigen
Studien gezeigt wurde (Gergs et al., 2019a). Unter Hypothermie flhrte dieselbe
Konzentration von Histamin zu einem geringeren Anstieg der Phospholamban
Phosphorylierung als unter Normothermie (Abbildung 29). Dies kdnnte darauf
zurtckzufihren sein, dass die cAMP-Produktion bei niedrigen Temperaturen
geringer ist als bei Normothermie, da der Hz-Rezeptor in den H2-TG Mausen
und/oder andere beteiligte Enzyme bei niedrigeren Temperaturen eine geringere
Aktivitat aufweisen. In den menschlichen Vorhofproben jedoch steigerte
Histamin die Phospholamban-Phosphorylierung bei 37°C. Gleichzeitig wurde
bei 42°C nahezu kein Effekt auf die Phospholamban-Phosphorylierung
festgestellt (Abbildung 31). Eine mogliche Erklarung hierfir ware, dass der Ha-
Rezeptorim menschlichen Herzen unter Hyperthermie weniger aktiv ist als unter
Normothermie. AuRerdem stand fur die Untersuchung der menschlichen Proben
nur eine geringe Zahl von Proben zur Verfligung. Bei Hyperthermie waren es
nur 3 auswertbare Proben. Daher kdnnte der Effekt von Histamin bei 42°C bei
einer groReren Anzahl von Proben anders ausfallen. Auch dies musste in

weiteren Untersuchungen Ubergepruft werden.

Weiterhin besteht die Moglichkeit, dass das monomere Phospholamban die
SERCA-Aktivitat effektiver hemmt als die pentamere Form (Kadambi et al.,
1997). AulRerdem fuhrt die [p-adrenerge Stimulation des Herzens zur

Phosphorylierung von Phospholamban an Threonin 17 (Kadambi et al., 1997).
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In einer friheren Studie wurde der Effekt von Histamin auf die Phosphorylierung
von Threonin 17 im Herzen uber den H2-Rezeptor gezeigt. Hier kam es zu einer
verstarkten Phosphorylierung durch Histamin (Gergs et al., 2019a, Gergs et al.,
2019b). Somit muss eine weitere Wirkungsweise von Histamin in Betracht
gezogen werden. Ob unter den getesteten Bedingungen auch die
Phosphorylierung von Phospholamban an Threonin 17 temperaturabhangig ist,
musste in einer weiteren Studie geklart werden. Die Kopplung an andere
Proteine konnte jedoch speziesabhangig sein, was die unterschiedlichen
Beobachtungen zwischen Maus und Mensch bei der Phosphorylierung von

Serin-16 erklaren konnte.

Theoretisch kdnnten cAMP-abhangige Proteinkinasen (Kovalevsky et al., 2012)
und Proteinphosphatasen (Yorimitsu et al.,, 2009) eine speziesabhangige

Temperaturempfindlichkeit besitzen.
5.2.3 Arrhythmien

Ein relevantes Ergebnis dieser Arbeit war, dass Hyperthermie in rechten
Vorhofpraparaten, die den humanen H2-Rezeptor exprimieren, zu einer
signifikant hdéheren Inzidenz und Dauer von Arrhythmien fihrte als in WT
Mausen (Abbildung 33, 34). Diese Arrhythmien waren reversibel, sobald die
Temperatur wieder auf Normothermie (37°C) gesenkt wurde. Dies lasst den
Schluss zu, dass dieser Effekt spezifisch fur Hyperthermie ist. Des Weiteren
wurde festgestellt, dass die Potenz und die Effektivitat von Histamin, die
Kontraktionskraft und die Frequenz zu erhdhen, in H2-TG Mausen unter
Hyperthermie vermindert war. Aufgrund dieser Daten kann gefolgert werden,
dass Hyperthermie den Signaltransduktionsweg des H2-Rezeptors verandert
und dass der H2-Rezeptor moglicherweise eine Rolle bei Fieberarrhythmien

beim Menschen spielt.

Inwieweit Hyperthermie in H2-TG Mausen im Vergleich zu WT Mausen in vivo
zu mehr Arrhythmien flihrt und welcher Mechanismus dem zugrunde liegt, kann
derzeit nur spekuliert werden. Interessanterweise war die Histamin-induzierte
Phosphorylierung von Phospholamban an Serin-16 im linken Vorhof der H2-TG

Mause bei Temperaturen unter 37°C (Hypothermie) geringer. In einer anderen
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Arbeit wurde gezeigt, dass eine erhdhte basale Inzidenz von Arrhythmien bei
H2-TG Mausen unter Normothermie ohne Histaminzugabe auftrat. Dies konnte
auf eine erhdhte cAMP-Produktion zurickzufluhren sein, die wiederum zu einer
Steigerung der Phosphorylierung von Phospholamban fihrt. (Gergs et al.,
2021c). AuBerdem kdnnen potentiell Arrhythmien unter Hyperthermie auftreten,
wenn sich der Kaliumstrom oder der L-Typ Kalziumstrom verandert, die Funktion
des Natriumkanals gehemmt wird und/oder sich der Kalziumgehalt im
sarkoplasmatischen Retikulum verandert (Abdelsayed et al., 2015, El-Battrawy
etal., 2016, Gregory et al., 2021, Keller et al., 2006, Morita et al., 2007, Zhao et
al., 2016).
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5.3 Fazit

In dieser Arbeit konnte am H2-TG Mausmodell und an humanen Praparaten
gezeigt werden, dass Histamin Uber H2-Rezeptoren in den linken und rechten
Vorhofpraparaten der H2-TG Mause und den menschlichen rechten
Vorhofpraparaten einen positiv inotropen und positiv chronotropen Effekt
auslost. Bei den WT Mausen konnte kein Effekt durch Histamin erzeugt werden.
Hypo- und Hyperthermie flhrten zu einem geringeren positiv inotropen Effekt
von Histamin, zeigten jedoch keinen unterschiedlichen positiv chronotropen
Effekt im Vergleich zu 37°C.

Die Phosphorylierung von Phospholamban an Serin-16 zeigte eine geringere
Auspragung bei 23°C als bei 37°C und 42°C bei H2-TG Mausen. Histamin hatte
keinen Effekt in Bezug auf die PLB-Phosphorylierung bei WT Mausen. Im
Gegensatz zu den H2-TG Mausen war die PLB-Phosphorylierung in den
menschlichen Vorhofpraparaten bei 42°C signifikant geringer als bei 37°C und
23°C.

Unter dem Einfluss von Histamin traten wahrend der KWK Arrhythmien auf, die
nach dem Auswaschen des Histamins reversibel waren. Unter Hyperthermie
waren die Dauer und die Inzidenz der Arrhythmien bei den H2-TG Mausen
signifikant hoher als bei den WT Mausen. Bei Hypo- und Normothermie zeigte
sich kein Unterschied in der Dauer der Arrhythmien zwischen den H2-TG und
den WT Mausen. Bei den menschlichen Praparaten konnten keine Arrhythmien

gezeigt werden.
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5.4 Ausblick

Histamin und die Histamin-Rezeptoren spielen im Bereich der Herz-Kreislauf-
Erkrankungen eine wichtige Rolle. Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass
Histamin Uber den H2-Rezeptor einen Einfluss auf die Kontraktionskraft und die

Frequenz hat.

AuRerdem scheint der H2-Rezeptor eine zentrale Rolle beim Auftreten von
Histamin-induzierten Arrhythmien zu spielen. Diese Studie hat gezeigt, dass es
gerade bei Hyperthermie zu vermehrten Arrhythmien kam. Hyperthermie kann
im menschlichen Organismus mit Fieber gleichgesetzt werden. Es ist bekannt,
dass gerade Fieber beim menschlichen Herzen auch zu Arrhythmien flhren
kann. Diese Arbeit =zeigt, dass H2-Rezeptoren unter anderem bei
Fieberarrhythmien eine Rolle spielen kdnnen. Aufbauend auf diesen Daten kann
nun in zukunftigen Arbeiten untersucht werden, ob die Ergebnisse auf den
Menschen Uubertragbar sind. Es wurde gezeigt, dass eine Senkung der
Temperatur zu einer reversiblen Beseitigung der Arrhythmien flhrt. Zusatzlich
sollte in der Zukunft erforscht werden, ob z.B. H2-Rezeptor Blocker ebenfalls zu
diesem Ergebnis fiuhren und somit moglicherweise als Therapieoption flr
Fieberarrhythmien in Frage kommen.

Aus dieser Arbeit ergeben sich noch folgende Fragen:
e Sind die Signalwege im Vorhof und im Ventrikel identisch?

e Sind die im Mausmodell beobachteten Arrhythmien auf den Menschen

Ubertragbar?
e FuUhrt Histamin in vivo beim Menschen zu ventrikularen Arrhythmien?

e Spielt Histamin bei Fieberarrhythmien eine Rolle und konnen Ho-

Rezeptorantagonisten als Therapieoption eingesetzt werden?

e Spielt Histamin bei Fieberarrhythmien an heiRen Sommertagen eine
Rolle?

e |Ist der Frequenzanstieg in den WT Mausen katecholaminvermittelt?
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6 Zusammenfassung

Histamin kann am menschlichen Herzen via H2-Rezeptor sowohl positiv inotrop
als auch chronotrop wirken. Unter Normothermie (37°C) kann es jedoch auch
arrhythmogen sein (Gergs et al., 2021¢c, Neumann et al., 2021a, Neumann et
al., 2021b). Die Wirkung von Histamin unter Fieber (Hyperthermie) oder bei
Unterkihlung (Hypothermie) ist allerdings noch nicht vollstandig geklart. Das
Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss der Temperatur auf die Kontraktionskraft,
die Frequenz und Histamin-bedingte Arrhythmien bei Hz2-transgenen Mausen zu
untersuchen. Hierfir wurde in einem schon etablierten Mausmodell der
menschliche H2-Rezeptor in Herzmuskelzellen von transgenen Mausen
Uberexprimiert und Versuche mit den Ha-transgenen Mausen durchgefiuhrt.
Wildtyp-Mause, welches die Geschwistertiere waren, wurden als Kontrolle
herangezogen. Um einen Ausblick auf einen mdglichen Einfluss am
menschlichen Herzen zu ermoglichen, wurden zusatzlich Praparate von

menschlichen rechten Vorhofen verwendet.

Histamin fihrte in den Vorhofen von H2-TG Mausen und in den menschlichen
Praparaten zu einem positiv inotropen Effekt. Aullerdem kam es zu einem
positiv chronotropen Effekt von Histamin bei den H2-TG Mausen. Hypo- und
Hyperthermie reduzierten die Kontraktionskraft unter Histamin. Unter diesen
Temperaturen wirkte Histamin weniger potent als bei Normothermie. Die basale
Frequenz der H2-TG und der WT Mause war unter Hypothermie erniedrigt und
bei Hyperthermie erhdht. Es konnte jedoch kein Unterschied in der Potenz von
Histamin, die Frequenz zu erhéhen, zwischen den Temperaturen festgestellt

werden.

In Bezug auf die Phosphorylierung von Phospholamban an Serin-16 hatte
Histamin keinen Effekt auf die WT Mause. Bei den H2-TG Mausen war die PLB-
Phosphorylierung durch Histamin unter Hypothermie niedriger als unter Normo-
und Hyperthermie. Im Gegensatz dazu war es bei den menschlichen Proben
genau umgekehrt: Hier fuhrte Histamin zu einer hdheren PLB-Phosphorylierung
bei 37°C und 23°C, wahrend bei 42°C der Effekt deutlich niedriger ausfiel.
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Bei Hyperthermie flhrte Histamin bei H2-TG Mausen im Vergleich zu WT
Mausen zu einer signifikant langeren Dauer von Arrhythmien in den Vorhofen.
Die Inzidenz der Arrhythmien war ebenfalls erhdht gegenuber den WT Mausen.
Unter Hypo- und Normothermie waren die Arrhythmien sowohl bei den H2-TG
Mausen als auch bei den WT Mausen im Vergleich zur Hyperthermie deutlich

reduziert.

Zusammenfassend konnte der menschliche Hz-Rezeptor vor allem in Bezug auf
den Einfluss der Temperatur auf Histamin-induzierte Arrhythmien untersucht
werden. Es bleiben jedoch Fragen zur Ubertragbarkeit auf den Menschen und
zur Wirkung von Antiarrhythmika offen, weshalb weitere Experimente in dieser

Richtung durchgeflhrt werden missen.
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8 Thesen

1. Histamin wirkt am Vorhof von H2-TG Mausen positiv chronotrop und

inotrop.
2. Histamin wirkt am menschlichen Vorhof positiv inotrop.

3. Die Funktion des humanen H2-Rezeptors ist im TG-Mausmodell

temperaturabhangig.

4. Histamin kann die PLB-Phosphorylierung im Vorhof bei H2-TG Mausen

und beim Menschen beeinflussen.

5. Histamin fuhrt zu vermehrten Arrhythmien bei H2-TG Mausen unter

Hyperthermie.

6. Die Dauer der Arrhythmien bei H2-TG Mausen ist unter Hyperthermie
deutlich erhoht.

7. WT Mause, welche keinen humanen H2-Rezeptor besitzen, zeigen keine

Reaktion auf Histamin.



9 Anhang

Puffer und Lésungen

Alle Chemikalien wurden in pro analysi-Qualitat oder im besten kommerziell
erhaltlichen Reinheitsgrad verwendet. Soweit keine anderen Angaben gemacht
werden, wurde fur die Puffer und Losungen Reinstwasser aus einer

Wasseraufbereitungsanlage verwendet.

Genotypisierung der Versuchstiere

DNA-Lysispuffer

25mM NaOH, 0,1mM EDTA, pH 8

DNA-Neutralisationspuffer 4,69/l Tris-HCI in Aqua dest

DEPC - Wasser

DEPC 0,1 % (V/V)

Agarosegel Agarose 1 %, TAE- Puffer, RedSafe™ 0,01 %

TAE - Puffer Tris Base 1,99 M, Eisessig 0,99 M, EDTA 59,5 mM,
geldst in aqua bidest.

Ladepuffer TAE- Puffer 50 %, Glycerol 50 %, Bromphenolblau

Reaktionsansatz 2x PCR Super Master Mix; BioTool AG, Kirchberg,

Schweiz

Kontraktionskraft- und Frequenzmessungen an Mausvorhofpraparaten

Tyrode- Losung

Stamm | NaCl 17,5 % (g/V), KCI 1,005 % (g/V), MgCl2 x 6H20
0,56 % (g/V)

Stamm Il NaHCOs 5,00 % (g/V)

Stamm llI NaH2PO4 x H20 0,29 % (g/V)

NaCl 119,8 mM

KCI 5,4 mM

MgCl2 x 6 H20 1,1 mM

NaHCOs3 22,6 mM

NaH2PO4 x H20 0,42 mM

CaCl2x 2 H20 1,8 mM

Glukose 5,05 mM

Ascorbinsaure 0,28 mM



Na2EDTA
pH 7,4

Verwendete Substanzen

Agarose, Typ SeaKem

L (+) — Ascorbinsaure
Bromphenolblau

BSA

CaCl2x 2 H20
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
DNA - Leiter GeneRulertm
dNTP

Glukose

Glycerol

HCI

Heparin

Histamin

KCI

Magermilchpulver

MgCl2 x 6 H20

NaCl

Na2EDTA

NaHCOs3

NaH2PO4 x H20
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Pentobarbital

Propranolol

PCR- Puffer, 15 mM MgCl2
Tag- DNA- Polymerase
Tris-Puffer

Tween 20

Tyramin

0,05 mM

FMC bioproducts, Philadelphia, USA
Merck, Darmstadt

Sigma- Aldrich, Steinheim
Sigma- Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Sigma- Aldrich, Steinheim
Fermentas GmbH, St. Leon- Rot
MBI Fermentas, Heidelberg
Merck, Darmstadt

C. Roth GmbH, Karlsruhe

C. Roth GmbH, Karlsruhe
Biochrom AG, Berlin

Sigma- Aldrich, Steinheim

C. Roth GmbH, Karlsruhe

C. Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

C. Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Narcoren; Boehringer Ingelheim
Sigma- Aldrich, Steinheim
Ampligon, Odense

Ampligon, Odense

Sigma- Aldrich, Steinheim
Sigma- Aldrich, Steinheim
Sigma- Aldrich, Steinheim
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Gerate und Bezugsquellen

PCR-Gerat Mastercycler gradient (Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH Hamburg)
Zentrifuge Modell 5415 C (Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH Hamburg)
Biophotometer (Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH Hamburg)
Elektrophoresekammer Typ Horizon 58 (Life Technologies, Gaithersburg, USA)
Waage Typ AT261 DeltaRange (Mettler Instruments GmbH, Gielden)
pH-Meter (WTW GmbH, STH 600, Weilheim)
Kontraktionskraftmessanlage (Fohr Medical Instruments GmbH, Seeheim)

- Reizgerat mit 4 Kanalen (ELV Takt- und Impulsgenerator TIG 7000)

- Warmebad (CS Lauda)

- 4 Transducer (Kent, Scientific corporation, Isometric Transducer)

- 4 Doppelwandgefal3e, 4 Stative, 4 Elektroden, Halterungsstabe, Haken
PowerLab-System von ADIstruments (Brlckenverstarker, PowerlLab
(=Digitalisierer), LabChart Pro-Software (Version 8))

Software Prism 5; Graphpad Software, San Diego, USA
Primer

Forward Primer MHC-Seq-P1 (5'-ACCCTTACCCCACATAGACC-3")
Reverse Primer hH2R-SEQ-P1R (5"-AGCAGGTCAGTGATAGCCAA-5")

PCR- Programm

Denaturierung | 94°C | 2 min 1 Zyklus

Denaturierung | 94°C | 45s

Annealing 56°C | 15s 30 Zyklen

Elongation 72°C | 30s

Elongation 72°C | 10 min | 1 Zyklus




Tabelle 3: Patientendaten

X

Datum 21.04.22 27.04.22 02.08.22 04.08.22
Alter 82 70 77 61
Geschlecht m m m m
EF (%) 50 35 50 72
3-GefalB-KHK | 3-GefaR-KHK | 3-GefaBR-KHK | 3-GefaR-KHK
Diagnose AV-Block |. | Aortenklappen- | Hauptstamm- | Hauptstamm-
Grades stenose stenose stenose
NYHA [1-111 1] Il Il
CCS [1-111 [1-111 1] [
Allopurinol 300
Plavix 75 mg, mg,
Eliquis 2,5 mg, | Acetylsalicyl-
Amlodioin 5 Calciumacetat- | saure 100 mg,
m P Acetylsalicyl- | Nefro 500 mg, | Atorvastatin 40
Acet Is?a,llic I saure 100 mg, Doxazosin 4 mg, Bisohexal
séurey100 rz Atorvastatin 40 | mg, Moxonidin | 5 mg, Enalapril
. Mg, mg, Bisohexal 0,2 mg, 5 mg, HCT
Medikamente | Atorvastatin 40 5 mg, Delix 5 Myfortic 180 12,5 mg
Enalan;igl;naleat mg, Moxonidin mg, Omacor 1000
18 m 0,3 mg, Siofor | Sevelamercarb | mg, Pulmicort
Bisohexalg,5 m 500 mg onat 800 mg, 0,5 mg/2 ml
9 Torem 200 mg, SuV,
Urbason 4 mg, Salbutamol
Xipamid 20 mg | 120 ug/25 ul

HUB
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