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Referat

In der vorliegenden Dissertation sollen die physiologischen und pathophysiologischen
Eigenschaften des Serotonin-Rezeptors vom Typ 4a (5-HT4a-Rezeptor) untersucht werden.
Zunachst wurde ein Maus-Modell hergestellt, bei dem es unter Kontrolle des a-Myosin-
heavy-chain Promoters in den Kardiomyozyten zu einer Uberexpression des menschlichen
5-HT4a-Rezeptors kam. In einer ersten Versuchsreihe erfolgten
Echokardiographieuntersuchungen der transgenen Versuchstiere (TG) im direkten Vergleich
mit genetisch unveranderten Mausen (WT = Wildtyp). Dabei wurden bei den Tieren die
Herzfrequenz, die linksventrikuldare Wanddicke sowie die Verkurzungsfraktion (Fractional
Shortening (FS)) erfasst. Die Basalmessungen in vivo zeigten keine Frequenzunterschiede
zwischen den TG- und WT-Mausen. Nach Applikation von Isoprenalin, einem (-
Adrenozeptoragonisten, oder Serotonin kam es zu einer Steigerung der Herzfrequenz, der
linksventrikularen Wanddicke und der FS bei den 5-HT4a-transgenen Mausen. Ein Anstieg
der untersuchten Parameter konnte bei den WT-Mausen nur nach Isoprenalingabe, jedoch
nicht nach Serotoningabe registriert werden. In einer zweiten Versuchsreihe wurden mit Hilfe
des ,working heart"- Modells die Herzfrequenz, der linksventrikulare Druck, die maximale
Druckabfallgeschwindigkeit bzw. die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit von isoliert
perfundierten Herzen der TG- und WT-Tiere verglichen. Es zeigte sich bei der basalen
Herzfrequenzmessung in vitro eine Tachykardie der transgenen Tiere im Vergleich zum WT.
Nach Isoprenalingabe konnte ein deutlicher Anstieg aller gemessenen Parameter sowohl bei
den TG- als auch bei den WT-Herzen dokumentiert werden. Nach der Serotoningabe kam es
jedoch nur zu positiv inotropen und positiv chronotropen Effekten bei Herzen mit der 5HT4a-
Rezeptor-Uberexpression. Dieser Unterschied konnte durch den 5-HT4-
Rezeptorantagonisten GR 125487 aufgehoben werden. Vereinzelt kam es zu spontanen
Arrhythmien in vitro, ausschlieB3lich bei den transgenen Versuchstieren. Als weiteres wurde
die Serotonin-induzierte Phosphorylierung von Phospholamban an Serin-16 und Threonin-17
mit Hilfe einer Western Blot-Analyse untersucht. Diese konnte in den transgenen Tieren
nachgewiesen werden. Genau diese Phosphorylierung wird sehr haufig beschrieben, um den
positiv inotropen Effekt und die relaxierende Wirkung einer $-adrenergen Stimulation zu
erklaren. Aus diesen Erkenntnissen heraus kdnnen nun weitere Experimente erfolgen, um
das vorgestellte Tiermodell z.B. fir die Untersuchung von Serotonin-bedingten Arrhythmien

nutzen zu kbnnen.
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1. Einleitung

1.1. Serotonin

Serotonin (= 5-HT = 5-Hydroxytryptamin) ist ein Gewebshormon und Neurotransmitter der
seinen Ursprung im Tryptophan hat. Die Tryptophan-Hydroxylase, von der zwei Isoformen
existieren, welche durch die Gene Tph 1 und 2 kodiert werden, stellt den Geschwindigkeits-
bestimmenden Schritt der 5-Hydroxytryptophansynthese dar. Im zweiten Schritt kommt es
zur Synthese des Serotonins durch die Katalyse einer unspezifischen Decarboxylase flr
aromatische Aminosauren. Dieser biochemische Prozess findet hauptsachlich in den
enterochromaffinen Zellen des Gastrointestinaltraktes statt (Neumann et al. 2017). Da
Serotonin die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren kann, kommt es auch im zentralen
Nervensystem zur Serotoninsynthese (Yusuf et al. 2003). Gespeichert wird der Botenstoff
u.a. in intrazellularen Vesikeln der Thrombozyten die sich im Blut befinden. Somit stellen die
Blutplattchen eine bedeutende 5-HT-Quelle fur das kardiovaskulare System dar. Mittlerweile
gibt es aber auch Hinweise darauf, dass auch im Herz selbst 5-HT gebildet werden kann
(Ponicke et al. 2012). Das freigesetzte Serotonin hat viele verschiedene Wirkungsweisen. Es
fuhrt im Gastrointestinaltrakt zu einer Peristaltikwelle, beeinflusst zentral als Neurotransmitter
den Schlaf-Wach-Rhythmus sowie die Wahrnehmung von Schmerzempfindung und
Steuerung der Stimmungslage. Zusatzlich wird Serotonin  mit der Apoptose von
Herzmuskelzellen, Herzklappenfehlern und dem Karzinoidsyndrom in Verbindung gebracht
(Robiolo et al. 1995). In Bezug auf diese Dissertation sind die verschiedenen Einflisse von
5-HT auf das kardiovaskulare System zu nennen. Zum einen kommt es zu vermehrter
Plattchenaggregation, Vasokonstriktion bzw. Vasodilatation sowie zu einer Steigerung der
Kontraktilitat des Myokards (positiv inotroper Effekt). Zum anderen wird die Herzfrequenz
erhoht (positiv chronotroper Effekt) und das Auftreten von Arrhythmien beglnstigt (Kaumann
AJ, 1994; Kaumann und Levy, 2006). Der Abbau von Serotonin erfolgt durch die
Monoaminooxidase A und B. Monoaminooxidase A ist fur den Abbau des Serotonins zu 5-
Hydroxy-Indolyl-Acetaldehyd das dominierende Enzym (Popova et al. 2006). 5-Hydroxy-
Indolyl-Acetaldehyd  wird von einer Aldehyd-Dehydrogenase  weiter zu  5-
Hydroxyindolylessigsaure (5-HIAA) abgebaut. 5-Hydroxyindolylessigsdure wird mit dem Urin

ausgeschieden und kann z.B. als Marker fur Karzinoidtumoren genutzt werden.
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1.2. Serotonin-Rezeptoren

Zurzeit sind 14 verschiedene Serotoninrezeptoren bekannt, die in 7 Hauptgruppen (5-HT+1 —
5-HT7) eingeteilt wurden (Hoyer et al. 1994; Hoyer et al. 2002). Die erste Gruppe besteht aus
5-HT1a-11. Sie stellen zusammen die Gi/Go-gekoppelten 5-HT-Rezeptoren dar, wobei hier
durch Serotonin die Adenylylcyclase inhibiert wird und die anschlieRende Signaltransduktion
nicht erfolgen kann (Raymond et al. 2001). Die Rezeptoren der 1. Gruppe wurden
hauptsachlich in Blutgefalien und im ZNS gefunden (Verbeuren et al. 1991). Ebenso wird die
Signalkaskade der 5-HTsa bzw. 5-HTs» -Rezeptoren Gi-gekoppelt gesteuert. Diese befinden
sich am haufigsten im ZNS (Nelson 2004). Die 5-HT2a-c-Rezeptoren sind Ggn1-Protein-
gekoppelt und stimulieren Uber die Phospholipase C die IPs- sowie DAG-Signaltransduktion
(Hoyer et al. 1994). Die 5-HT2-Familie ist im Gehirn, Herz, Magen-Darm-Trakt, Blutplattchen
und der glatten Muskulatur des Menschen zu finden (Barnes et al. 1999, Mylecharane et al.
1990). Im Vergleich dazu stellen die 5-HTsa-« —Rezeptoren Liganden-gesteuerte lonenkanale
dar, welche die Natrium- und Kaliumpassage in den zentralen sowie peripheren Neuronen
beeinflussen (Kelley et al. 2003). Die 5-HTs-Antagonisten (z. B. Ondansetron und
Tropisetron) werden uUberwiegend als antiemetische Medikamente eingesetzt. Die 5-HT4, 5-
HTe und 5-HT7-Rezeptoren bilden die Gruppe der Gs-gekoppelten Rezeptoren, welche die
Adenylylcyclase aktivieren und eine cAMP-abhangige Signaltransduktion ausldsen (Bard et
al. 1993; Monsma et al. 1993).

Da sich die vorliegende Promotionsarbeit mit der Charakterisierung von 5-HT4-Rezeptoren
auseinandersetzt, wird nun im Folgenden auf diese ndher eingegangen. Als erstes
pharmakologisch definiert wurde der 5-HT4-Rezeptor im neuronalen Gewebe von
Mauseembryonen (Dumuis et al., 1988b). Spater konnte der 5-HTs-Rezeptor auch im
humanen Myokard nachgewiesen werden (Kaumann et al. 1990; Ouadid et al. 1992). Aktuell
sind neun Subtypen des humanen 5-HT4-Rezeptors bekannt. Das humane 5-HTs-Rezeptor-
Gen ist auf Chromosom 5, Band 5q31-gq33 lokalisiert (Claeysen et al. 1997). Es wird
zwischen den humanen 5-HT4-Rezeptoren (h-5-HT4a-i), sowie den vier Isoformen der Maus
(m-5HT4a-r) und der Ratte mit jeweils drei Untereinheiten (r-5HT4a-c) differenziert. Die h-5-
HT4a-i -Rezeptor Isoformen sind alle im Atrium, Gehirn und Darm nachgewiesen worden,
wahrend in der Blase und den Nieren des Menschen nur die 5-HT4a sowie die 5-HT4b-
Isoformen vorkommen sollen (Blondel et al. 1998).

Es sind eine Vielzahl méglicher physiologischer und pathophysiologischer Bedeutungen des
5-HTs+-Rezeptors beschrieben worden, wie zum Beispiel der Einfluss von 5-HTs-
Rezeptorliganden auf Gedachtnisleistungen oder die Beteiligung der 5-HT4-Rezeptoren an
der Entstehung des Morbus Alzheimer (Langlois M et al. 2003). Die Aktivierung des 5-HTs-

Rezeptors fuhrt zur vermehrten Freisetzung von Acetylcholin, was in der glatten Muskulatur



des Magen-Darm-Traktes zu einer vermehrten Peristaltik und zu einem prokinetischen Effekt
fuhrt (Crowell et al. 2004).

Der humane 5-HTs4a-Rezeptor, der neben dem 5-HT4-Rezeptor hauptsachlich im
menschlichen Herzen vorkommt, besteht aus 387 Aminosauren (Bondel et al. 1997,
Claeysen et al.1997) und besitzt als letzte Aminosaduresequenz SCF im C-terminalen Ende.
Die Ligandenbindungsstelle fur das biogene Amin Serotonin befindet sich im Bereich der
dritten transmembranaren Domane des 5-HT4-Rezeptors, analog zum -Adrenozeptor (Rivail
et al. 2004). Von Pindon et al. 2002 wird die Hypothese vertreten, dass der 5-HT4a-Rezeptor
nicht nur die Adenylylcyclase Uber das Gs-Protein aktivieren kann, sondern zusatzlich durch
die Ggy-Untereinheiten den L-Typ-Calcium-Kanal 6ffnet und damit die zytosolische Caz+-
Konzentration erhoht. Weiterhin wurde durch Kaumann et al. 2006 die Aktivierung von

Phosphodiesterasen durch den 5-HT4a-Rezeptor nachgewiesen.

1.3. Die elektromechanische Kopplung im Herzmuskel

Die elektromechanische Kopplung beschreibt den komplexen biologischen Prozess eines
Aktionspotentials, das einen elektrischen Impuls auf der Zellmembran darstellt, und die
Auslosung einer Kontraktion unter Aktivierung des Aktin-Myosin-Komplexes, was in den
einzelnen Myokardzellen eine mechanische Energie zum Ergebnis hat.

Der Ort der Erregungsbildung befindet sich im Sinusknoten des rechten Vorhofs. Von dort
aus erfolgt die Erregungsausbreitung tUber Gap Junctions, porenbildende Proteinkomplexe
der Zellmembran, die die Kardiomyozyten miteinander verbinden. Dies wird als funktionelles
Synzytium bezeichnet (Pape et al. 2012). Auf makroskopischer Ebene breitet sich die
Depolarisierung von den Vorhéfen dber AV-Knoten, His-Bindel, Tawara-Schenkeln,
Purkinje-Fasern und am Ende Uber das gesamte Ventrikelmyokard aus. Die Kontraktion der
Myokardzellen wird im Wesentlichen durch die zytosolische Caz+Konzentration bestimmt.
Die Depolarisierung der Zellmembran fiihrt zunéchst zur Offnung spannungsabhangiger L-
Typ-Caz+-Kanale des Sarkolemm und einem Caz+-Einstrom in die Zelle. Dieser Ca2+-Anstieg
bewirkt die calciuminduzierte Calciumfreisetzung (CICR) (Fabiato und Fabiato, 1975). Die
herzspezifischen Ryanodin-Rezeptoren Typ 2 sind Ca2+-Kanale mit hoher Leitfahigkeit und
werden durch das zytosolische Calcium aktiviert. Somit 6ffnen sie sich und lassen eine
zusatzliche, quantitative noch gréfiere Caz+-Menge aus dem sarkoplasmatischen Retikulum
(SR) in das Zytoplasma der Kardiomyozyten frei, woraufhin die Ca2+-Konzentration im
Zellplasma von etwa 10-7 mol/L bis auf das Maximum von etwa 10-s mol/L gesteigert werden
kann (Tunwell et al. 1996). Der Ryanodin-Rezeptor bildet einen Proteinkomplex im
junktionalen SR mit Junctin und Triadin, die wiederum Calsequestrin an den Komplex

binden. Das herzspezifische Calsequestrin hat eine sehr hohe Affinitat fir Caz+-Molekile im


https://de.wikipedia.org/wiki/Aktin
https://de.wikipedia.org/wiki/Myosin
https://de.wikipedia.org/wiki/Proteinkomplex

SR (Cala et al., 1990) und kann die Funktion des Ryanodin-Rezeptors regulieren. Dieser
Einstrom aus dem SR stellt den groRten Anteil der zytosolischen Caz+-Konzentration von
mehr als 70% dar. Durch den Anstieg der zytoplasmatischen Caz+-Konzentration bindet das
Caz2+ vermehrt an Troponin (Troponin C) wodurch eine Konformationsanderung des
Troponinkomplexes eintritt, was die Wechselwirkung zwischen Tropomyosin und Aktin
beeinflusst. Als Folge dessen kann sich das Myosinkdpfchen an der hochaffinen
Bindungsstelle des Aktins anlagern und der Querbrickenzyklus vollstandig durchlaufen
werden. Dieser Ablauf wird als Kontraktion in den Myokardzellen ersichtlich. Der Herzmuskel
relaxiert, wenn die zytosolische Caz2+-Konzentration unter etwa 10-7mol/l gesunken ist. Hierfur
sind hauptsachlich zwei Mechanismen in der Zelle verantwortlich. Zum einem erfolgt eine
rasche Wiederaufname von Caz+-lonen in das freie SR mit Hilfe einer membranstandigen
Cax+-ATPase (SERCA), nachdem das Caz+ vom Troponin C dissoziert ist. Dies ist ein ATP-
abhangiger Prozess, wobei das Phospholamban durch die aktivierte Proteinkinase A am
Serin 16 und durch eine Caz+/Calmodulin-abhangige Proteinkinase Il am Theronin 17
phosphoryliert wird, was im weiteren Verlauf zu einer Enthemmung der SERCA fihrt (Frank
et al., 2003). Nachdem die Caz+-Pumpe aktiviert worden ist, fordert sie das zytosolische Caaz+
in das sarkoplasmatische Retikulum. Dabei unterstitzt Calsequestrin diesen Austausch
durch eine Verringerung des Caz+-Gradienten im SR (Kubalova et al , 2004). Im Gegensatz
dazu kommt es bei dephosphoryliertem Phospholamban zu einer Hemmung der SERCA, die
daraufhin weniger Caz+lonen in das SR transportiert (Tada et al., 1974). Der zweite
Mechanismus zur Senkung der Caz+-Konzentration im Zytoplasma wird durch den Na+/Caz+-
Austauscher im Sarkolemm bereitgestellt.

Um prinzipiell die Herzkraft zu beeinflussen, besteht die Moglichkeit B1-Adrenozeptoren zu
aktivieren. Uber stimulierende Gs-Proteine kommt es dann zur Aktivierung der
Adenylylcyclasen, zum cAMP-Anstieg und letztlich zur Aktivierung der PKA, die
verschiedene Proteine in der Zelle phosphoryliert. Dazu gehoren die in der Zellmembran zu
findenden L-Typ-Caz+-Kanale deren Offenwahrscheinlichkeit erhdht wird, sowie die Caz+-
Freisetzungskanale (Ryanodin-Rezeptoren, RyR) in der Membran des sarkoplasmatischen
Retikulums. Diese Phosphorylierungsvorgange bewirken, dass mehr Caz+ in die
Myokardzelle einstrémen kann. Dieser Vorgang erhéht die Kontraktionskraft der
Myokardzelle (positiv inotroper Effekt). Zum anderen kommt es zu einer Aktivierung der
SERCA, die das zytosolische Ca2+ schneller in das sarkoplasmatische Retikulum pumpt,

sodass die Herzmuskelzelle schneller relaxieren kann (lusitroper Effekt) (Bers et al. 2002).


https://de.wikipedia.org/wiki/Sarkoplasmatisches_Retikulum
https://de.wikipedia.org/wiki/Sarkoplasmatisches_Retikulum

5-HT

N 5 TR

T B

Zytoplasma Gs - Protein

junktionales SR

Abb.1. Die schematisch dargestellte Signaltransduktion beschreibt die Bindung des biogenen
Amins Serotonin am 5-HTsa-Rezeptor und dessen Aktivierung der Myokardzelle. Nach der
erfolgten Rezeptor-Liganden-Bindung kommt es zur Dissoziation eines G-Proteins in eine a-
Untereinheit und Abspaltung der By-Untereinheit. GDP wird durch GTP an der a-Untereinheit
ersetzt. Dieser neu gebildete Komplex aktiviert die Adenylylcyclase (AC), woraufhin sich das
zyklische Adenosinmonophosphat (cAMP) bildet. Durch cAMP-Bindung kommt es zur
Aktivierung der Proteinkinase vom A-Typ (PKA). Die PKA bewirkt durch Phosphorylierung
des L-Typ-Caz-Kanals und dessen anschlieBender Offnung eine Steigerung der
zytosolischen Caz+-Konzentration. Zusétzlich bewirkt die PKA eine Phosphorylierung des
Ryanodin-Rezeptors Typ 2 (RyR) am sarkoplasmatischen Retikulum (SR), die eine Offnung
der Kanéle bewirkt und somit den Caz+-Einstrom in die Myokardzelle weiter intensiviert. Der
so entwickelte zytosolische Caz+-Gradient bewirkt nun am Troponin C einen
Querbriickenzyklus. Wéhrend der Diastole kommt es mit Hilfe der SERCA zum
Wiedereinstrom des Caz+ in das sarkoplasmatische Retikulum. Dieser Vorgang wird durch
Phosphorylierung des Phospholambans (PLB) beschleunigt.



1.4. Vergleich der 5-HT4-Rezeptoren und 3-adrenergen Rezeptoren

Die 5-HT4-Rezeptoren des humanen Myokards werden durch Serotonin aktiviert. Hierbei
kommt es zu einer Gs-Protein vermittelten Bildung von cAMP mit anschliel3ender Aktivierung
der Proteinkinase A (Abb.1). Es sind mehrere Splei3-Varianten der Serotoninrezeptoren im
menschlichen Herzen bekannt, die sich bis zum Leucin 358 gleichen, aber auf
unterschiedlichen C-Termini enden, die unterschiedlichen Funktionen dienen, wobei bis jetzt
nicht alle im Detail analysiert werden konnten (Kaumann und Levy 2006). Die Aktivierung der
Serotoninrezeptoren wirkt sich auf die Myokardzelle in Form einer Steigerung der
Kontraktilitdt (positive Inotropie) sowie Steigerung der Relaxationsfahigkeit (positiv lusitroper
Effekt) aus (Pau et al. 2003). Der positiv inotrope Effekt zeigt sich durch verlangerte bzw.
erhdhte  Offnungswahrscheinlichkeit von phosphorylierten  L-Typ-Caz+-Kanalen und
Ryanodin-Rezeptoren. Die Steigerung der Relaxationsfahigkeit mit schneller Ruckaufnahme
von Caz+ durch die SERCA in das sarkoplasmatische Retikulum kommt durch eine
Phosphorylierung des hemmenden Phospholambans am Serin 16 sowie Threonin 17
zustande (Gergs et al 2009). Damit zeigt sich im Wesentlichen eine identische
Wirkungsweise zwischen den Bi-adrenergen Rezeptoren und den 5HTsa-Rezeptoren.
Schematisch ist dies in der Abbildung 1 dargestellt. Dennoch gibt es Unterschiede:

Die zuvor beschriebenen Effekte durch die 5-HT4a-Aktivitat scheint auf die Myozyten des
Atriums beschrankt zu sein. Die Arbeitsgruppe um Christ et al. (2014) stellte fest, dass es bei
Patienten mit einem Sinusrhythmus zu einer Arrhythmie kommen kann, ausgeldst durch
Katecholamine und Serotonin. Jedoch bei Patienten mit vorliegendem Vorhofflimmern diese
Arrhythmien in deutlich reduzierter Form nur bei Aktivierung der 5-HT4-Rezeptoren auftraten.
Ein zusatzliches Unterscheidungsmerkmal konnte bei der Inotropie zwischen beiden
Rezeptoren gefunden werden. Denn bei Patienten mit Vorhofflimmern zeigte sich die 5-HTs-
Rezeptor - vermittelte Inotropie deutlich reduziert im Vergleich zu B1-adrenergen Rezeptoren
(Christ et al. 2014). Es wird vermutet, dass hier eine Entkopplung zwischen dem Caz+-
Einstrom Uber die L-Typ-Ca2+-Kanale und dem Kontraktionsprozess vorliegt. Die deutlich
niedrigere 5-HT4-Rezeptor-Dichte im Vergleich zu den B1-adrenergen Rezeptoren (Kaumann
et al. 1996), sowie die etwa 100fach kleineren Serotonin-vermittelten cAMP/PKA-Signale
stellen ein weiteren Unterschied zwischen den beiden Rezeptortypen im menschlichen
Herzen dar (Christ et al. 2014).



1.5.  Serotonin-vermittelte Arrhythmien

Die intravendse Gabe von Serotonin kann Arrhythmien am menschlichen Herzen auslésen
(Hollander et al. 1957). Man nimmt an, dass Uber einen 5-HT4-Rezeptor vermittelten cAMP-
Anstieg eine Aktivierung von Kationenkanalen (Na+ und K+ = HCN-Kanale) stattfindet und
somit die Depolarisierung der Zellmembran beschleunigt wird, was daraufhin die
Schrittmacherfrequenz am Sinusknoten erhéht (chronotroper Effekt). Dadurch kdnnen
Tachykardien eingeleitet werden. Somit konnte auch die von Kaumann et al. 1994
beschriebene Einleitung eines Vorhofflimmerns und leichter ausgeldsten Arrhythmien bei
Patienten mit ischamischer Herzinsuffizienz durch Serotonin erklart werden (Brattelid et al.
2004). Die Amplitudenerhdhung des Stroms durch die HCN-Kandle (= F) der
Schrittmacherzelle konnten mit spezifischen 5-HT4-Rezeptor-Antagonisten blockiert werden
(Pino et al. 1998). Die Therapie von Patienten mit B-Blockern zeigte einen potenzierten
Effekt von 5-HT auf die Offenwahrscheinlichkeit der L-Typ-Caz+-Kanale und auf die
arrhythmische Aktivitat von Myozyten des Vorhofs (Pau et al. 2003).

Eine weitere Hypothese beschreibt die Serotonin-vermittelte Aktivierung der Calcium-
Calmodulin  Kinase Il (CAMK II). CAMK Il ist ein Vermittler der Ca2+-abhangigen
Signalubertragung. Es handelt sich um eine multifunktionale Proteinkinase, die eine breite
Palette von Substraten phosphorylieren und zahlreiche Zellfunktionen regulieren kann. Es
kommt zu einer CAMK Il abhangigen Phosphorylierung der Ryanodinrezeptoren Typ 2 im
sarkoplasmatischen Retikulum. Aufgrund dieser Phosphorylierung entwickelt sich eine
erhdhte Caz+Freisetzung aus dem SR, wobei es zu einem Anstieg der zytosolischen Caz+-
Konzentration kommt. Dieser Mechanismus hat woméglich einen Einfluss auf die Auslésung
von Arrhythmien oder die Entstehung von gefahrlichem Vorhofflimmern (Neef et al., 2010).
AulBer am menschlichen Herzen zeigte Serotonin eine stimulierende Wirkung am
Schweineherzen unter physiologischen Bedingungen (Parker et al.1995). Am Vorhof von
Schweineherzen konnten Rahme et al. 1999 Arrhythmien, vermittelt durch den 5-HTs-
Rezeptor, nachweisen. Nach einer induzierten ischamischen Herzinsuffizienz an Ratten
konnte auch hier die Expression und Funktion von 5-HT4-Rezeptoren nachgewiesen werden.

Jedoch war dies nicht bei gesunden Myokardzellen der Ratte mdglich (Qvigstad et al. 2005).



2. Fragestellung der Dissertationsarbeit

In der vorliegenden Dissertation sollen die physiologischen und pathophysiologischen
Eigenschaften des 5HT4a-Rezeptors naher untersucht werden. Dabei ist von entscheidender
Bedeutung, dass ein positiv inotroper Effekt, ein positiv chronotroper Effekt, ein positiv
lusitroper Effekt und ein positiv bathmotroper Effekt an humanen Kardiomyozyten
wahrscheinlich auch durch Serotonin ausgelést werden kann. Zusatzlich sind die
serotoninbedingten Arrhythmien im menschlichen Herzen und das Vorhofflimmern wichtige
Phanomene (Christ et al.,, 2014), die weiter untersucht werden muissen. Um daflr ein
geeignetes Modellsystem zu schaffen, entwickelten wir das hier untersuchte transgene
Mausmodell. Dazu wurden humane 5-HT4a-Rezeptoren spezifisch im Herzgewebe der Maus
Uberexprimiert (Gergs et al. 2010, 2013). Die Unterscheidung zwischen Wildtyp-Maus und
transgener Maus erfolgt mittels PCR. Die weitere Charakterisierung des Modells erfolgt in
vivo durch Echokardiographie, in vitro durch Versuche an isoliert perfundierten Herzen und
Western Blot-Analysen, die die oben genannten Eigenschaften Uberprifen sollten. Das neu
geschaffene Mausmodell soll anschlieBend zur Untersuchung Klinisch  wichtiger
pharmakologischer Stoffe eingesetzt werden, damit in Zukunft vielleicht eine Therapie
kardialer Erkrankungen wie der chronischen Herzinsuffizienz oder Arrhythmien durch

Beeinflussung u.a. von 5-HT4a-Rezeptoren entwickelt werden kann.



3. Material und Methoden

3.1. Eigenschaften der transgenen Mause

Fur die Experimente wurde eine transgene Mauslinie verwendet. Dazu wurde die a-MHC-5-
HT4a-Expressionskassette in befruchtete Eizellen der Mauslinie FVB/N (siehe Abb.2.)
injiziert. Die entstandenen 5-HTsa-Rezeptor-transgenen Tiere wurden in einen CD1-
Hintergrund eingekreuzt und zeigten eine herzspezifische Uberexpression dieses Rezeptors.
Diese stand unter Kontrolle des Promotors der a-lsoform der schweren Kette des Myosins
(a-MHC) (Gergs et al. 2010). Jeweils gleichaltrige Wildtyp-Geschwistertiere dienten als
Kontrollen. Die Mause wogen zwischen 25 g und 35 g und wurden mit handelstblichem
Labortierfutter und Leitungswasser ad libitum versorgt. Beide Geschlechter waren gleich

haufig vertreten und waren 12 - 14 Wochen alt.

Tab.1. Eigenschaften von Wildtyp (WT) und transgenen (TG) Versuchstieren

WT Maus TG Maus
Korpergewicht [g] 428 + 54 408 + 52
Herzgewicht [mg] 2222 + 36.2 2138 + 26.3
Verhaltnis Korpergewicht /
Herzgewicht 518 + 0.27 526 + 044
Plasma
Noradrenalin [pg/ml] 2412 + 279 3454 + 386"
Adrenalin [pg/ml] 585 + 127 590 + 84
Herz
Noradrenalin [pg /ml] 423 + 18 418 + 24
Adrenalin [pg/ml] 15 + 42 11 + 1.5
5-HT [pg/ml] 570 = 280 580 + 480

*p < 0,05 versus WT
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3.2. Genotypisierung der Mause

3.2.1. Isolation der DNA

Jeder Maus wurde im Alter von vier Wochen ein etwa 3-5 mm langes Schwanzstlck
abgetrennt. Zur Erkennung erhielten sie eine Ohrmarkierung. Das Gewebe wurde unter
Zugabe von 700 pl Te-/ SDS-Puffer und 30 pl Proteinase K bei 56°C ca. zwdlf Stunden
schuttelnd proteolytisch aufbereitet. Um die genomische DNA aus dem Lysat zu gewinnen,
wurde eine Phenol-Chloroform-Extraktion vorgenommen (Sambrook et al. 1989). Durch
diese Vorgehensweise wird erreicht, dass sich die Proteine und Nukleinsduren durch Phenol
und Chloroform trennen lassen, wobei jeweils eine obere wassrige und eine untere
organische Phase entstehen. Proteine und andere Verunreinigungen reichern sich in der
organischen Phase bzw. der Interphase an. Nach abgeschlossener enzymatischer
Zersetzung des Schwanzstickes mittels Proteinase K wurde das Homogenat mit 700 pl
puffergesattigtem Phenol versetzt und gut vermischt. Durch finfminitige Zentrifugation bei
14000 rpm entstanden zwei Phasen, deren obere wassrige Phase unter Aussparung der
Interphase vorsichtig abgenommen wurde. Anschlielend wurden jeweils 350 pl Phenol und
350 pl Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisch (24:1) hinzu gegeben, gemischt, und erneut funf
Minuten bei 14000 rpm zentrifugiert. Zu der abgenommenen oberen wassrigen Phase
wurden 70 pl Natriumacetat (pH=6) und 700 pl abs. Ethanol gegeben, um die DNA zu fallen
und Phenolreste zu beseitigen. Durch zehnminttige Zentrifugation bei 14000 rpm wurde die
DNA sedimentiert. Nach Verwerfung des Uberstandes wurde das DNA-Sediment mit 1 ml
70% Ethanol gewaschen und fur weitere zehn Minuten bei 14000 rpm zentrifugiert.
AnschlieRend wurde das Sediment sorgfaltig vom Uberstand befreit, bei Raumtemperatur
getrocknet, in 50 pl TE-Puffer aufgenommen, und abschlieBend fir 15 min bei 65 °C

inkubiert. Bis zur Weiterverwendung wurden die Proben bei 4 °C gelagert.
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Nrul Sacl Kpnl Nrul
}— 5441 bp 1164 bp — — 160 bp—
— a-MHC cDNA 5-HT4a Poly A

MHC-Seq-P1 ——» 508 bp «— 5-HT-Seq-P1R

Abb.2. Schematische Darstellung der o.-MHC-5-HT4a-Rezeptor-Expressionskassette

Zur Generierung transgener Mé&use mit einer herzspezifischen Uberexpression von humanen
5-HT4a-Rezeptoren wurde die o-MHC-Expressionskassette in befruchtete Eizellen von
Mausen injiziert. Die kodierende Sequenz des humanen Rezeptors wurde zuvor mit Hilfe der
Restriktionsendonucleasen Kpnl und Sacl geschnitten und in die Expressionskassette
eingefiigt. Die Transkription der Sequenz stand unter der gewebespezifischen Kontrolle des
o-MHC-Promotors der Maus. Das Transgen konnte mittels spezifischer Primer (MHC-Seq-
P1: forward primer, 5-HT-Seq-P1R: reverse primer) in der genomischen DNA der Maus

nachgewiesen werden. Das erwartete PCR-Produkt hatte eine Gré3e von 508 bp.

3.2.2. Konzentrationsbestimmung der DNA

Die DNA-Konzentration wurde photometrisch (Biophotometer) durch Messung der Extinktion
bei 260 nm (Ez2s0) bestimmt. Die optische Dichte (OD) mit dem Wert 1,0, bei einer
Schichtdicke von 1 cm, entspricht bei doppelstrangiger DNA einer Konzentration von 50
pg/ml. Nach der Formel Eze0 x 50 pg/ml x Verdinnungsfaktor = X pg/ml kann man den DNA-
Gehalt berechnen.

AuBerdem wurde die optische Dichte bei 280 nm gemessen. Der Quotient aus der OD bei
260 nm und der OD bei 280 nm verweist auf den Reinheitsgrad des DNA-Produktes. Der
Quotient sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.
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3.2.3. PCR und Agarosegelelektrophorese

Der Reaktionsansatz pro Probe enthielt 1x PCR-Puffer mit 1,5 mM MgClz, 200 uM dNTP-
Mix, jeweils 1 uM forward- und reverse-Primer und 2,5 U Taq DNA-Polymerase (siehe
Anhang). Dieser wurde mit DEPC-Wasser auf 50 yl Gesamtmenge aufgeflillt. Die PCR
wurde in einem Eppendorf PCR-Gerat durchgefihrt. Das errechnete PCR-Produkt hatte eine
Grofe von 508 bp.

Die Auftrennung des PCR-Produktes erfolgte im Agarosegel (1%), wobei die Proben zuvor
mit jeweils 8 yl Ladepuffer versehen wurden. Das Gel lief bei 80 mA etwa 45 Minuten und
das Ergebnis der Genotypisierung konnte anhand einer Farbung mit Ethidiumbromid unter

UV-Licht beurteilt werden. (siehe Abb. 3, Zusammensetzung des Puffers: siehe Anhang)

3.3. Histologische Untersuchungen

Um mogliche histologische Veranderungen an den Herzen bzw. Kardiomyozyten sichtbar zu
machen, wurden histologische Farbungen sowohl an Praparaten von Wildtyp-Mausen als
auch an transgenen Tieren vorgenommen. Dabei wurden in Zusammenarbeit mit Herrn Prof.
Dr. med. Steffen Hauptmann (Institut fur Pathologie der Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg) entparaffinierte und rehydratisierte Gewebeschnitte von formaldehydfixierten
ventrikularen Proben mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt. Aullerdem erfolgte in
Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. Igor Buchwalow (zu der Zeit: Gerhard Domagk-Institut
fur Pathologie des Universitatsklinikums Munster) die immunohistologische Untersuchung
mit einem primaren Antikdrper gegen Serotoninrezeptoren (Gergs et al 2010). Dabei wurden

funf jeweils unabhangige Versuche durchgefuhrt.

3.4. Echokardiographie von TG- und WT-Mausen

3.4.1. Versuchsdurchfihrung und Erfassung von Messdaten

Die Versuchstiere wurden jeweils in zwei Gruppen von 5 bis 7 WT - Mausen und TG -
Mausen eingeteilt und waren zwischen 12- 14 Wochen alt.

Die Echokardiographie erfolgte unter Verwendung einer 10-MHz-Toshiba-Ultraschallsonde.
In der Papillarmuskelebene wurden die klinisch relevanten Messungen durchgefihrt, die zur

Beurteilung der Morphologie und Funktion des linken Ventrikels eine Aussage erlaubten.
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Durch die Dokumentation der Herzaktion mittels M-Mode kann das Bewegungsmuster des
linken Ventrikels im zeitlichen Verlauf von Systole zur Diastole nachvollzogen werden (siehe
Abb. 8). Der diastolische und systolische Durchmesser sowie die Wand- und Septumdicke
werden dabei gemessen. Mit diesen erhobenen Daten wird die Verkurzungsfraktion (FS) als
Mass flr die Pumpfunktion des linken Ventrikels errechnet. Wahrend der Echokardiographie
atmeten die Versuchsmause spontan unter dem Inhalationsanasthetikum Isofluran (1,5 %)
auf einer Warmeplatte (Ebelt et al. 2007). Es wurden jeweils drei Kontrollmessungen bei
allen Versuchstieren in einem vorgeschriebenen Zeitfenster von 120 - 300 Sekunden
durchgeflhrt. Im Anschluss wurden den Versuchstieren paarweise (TG-Maus und WT-Maus)
am 1. Untersuchungstag intraperitonial 100 pl Isoprenalin (Konzentration: 10 mM in
physiologischer NaCl-Lésung) mittels einer Subcutannadel B. Braun Sterican 27G appliziert.
Im Verlauf wurden drei Messpunkte innerhalb von maximal 300 Sekunden dokumentiert. Am
2. Untersuchungstag erfolgten die Serotoninapplikation mit 100 ul intraperitoneal und die

erneute Dokumentation von drei Messungen in dem vorgegebenen Zeitfenster.

3.4.2. Berechnung der Daten

Die Verkirzungsfraktion (Fractional Shortening) stellt einen relativen Wert dar, der
beschreibt, um wie viel Prozent der linke Ventrikel wahrend der Systole gegeniber der
Diastole kleiner wird. Die Berechnung erfolgt durch (LVEDD - LVESD) / LVEDD x 100 (Lang
et al. 2005.). Dabei steht LVEDD fur den linksventrikularen enddiastolischen Durchmesser
und LVESD flr linksventrikuldren endsystolischen Durchmesser. Zusatzlich erfolgte die
Dokumentation der Herzfrequenz in Schlagen pro Minute (bpm) und die linksventrikulare

Wanddicke wahrend der Systole gemessen in Millimeter.
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3.5. In vitro hamodynamische Messung mit dem ,working heart“- Modell

3.5.1. Versuchsaufbau

Mit Hilfe der ,working heart‘“-Methode kann die linksventrikuldre Funktion an isoliert
perfundierten Mauseherzen bei kontrollierter Vor- und Nachlast unabhangig von neuralen,
hormonellen oder hamodynamischen Einflissen sowie anderen Kompensationen untersucht
werden (,working heart“-Modell; Grupp et al. 1998, Neely et al. 1967). Bei dieser Methode
wird das Herz anterograd perfundiert, d.h. ebenso wie im Kdrperkreislauf erfolgt der Zustrom

Uber die Pulmonalvene (siehe Abb.3.)

Regelbarer
aortaler Widerstand

Regelbarer
vendser Zustrom

sortaler

ronar-
Fluss korona

aterielle Fluss

—

Kardiale
Auswurfieistung

Linksventrikuldrer Druck
Systolisch,diastolisch, End-diastolisch
dp/dt,T T, Herzfrequenz

Abb.3. Schematische Darstellung einer ,working heart Versuchsanordnung. ,Arbeit-
leistendes Herz“- Anterograde Perfusion des linken Vorhofs (LA) und des linken Ventrikels
(LV) durch die Pulmonalvene. Registrierbare Parameter sind: Links-atrialer Druck, aortaler
Druck, linksventrikuldrer Druck (systolisch, diastolisch, End-diastolisch) und davon abgeleitet
die maximalen Druckanstiegs- bzw. Druckabfallsgeschwindigkeiten (dp/dt), die
Kontraktionszeiten (T1), die Relaxationszeiten (T2) sowie die Herzfrequenz. Das Perfusat wird
liber die Aorta (A) ausgeworfen (aortaler FluB), ein Teil gelangt liber die Koronararterien
(KO) in den rechten Ventrikel (RV) (koronararterieller Flu3). Aortaler Flul3 und
koronararterieller Flu3 bilden zusammen die kardiale Auswurfleistung. Da vendser Zustrom
(= Vorlast) und aortaler Druck (= Nachlast) regelbar sind, kann die Leistung des Herzens (=

Vorlast (ml/min) xNachlast (mmHg)) kontrolliert werden.
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Dazu wurden die Mause mit 2 g/kg Urethan (Sigma, Deisenhofen) intraperitoneal
anasthesiert (Kass et al. 1998), der Thorax erdffnet und die Herzen am Gefalisstamm
abgetrennt. Kurz vor der Narkose wurde ihnen zur Antikoagulation 1,5 U Heparini. p.
verabreicht. Anhaftendes Gewebe wurde in warmen und mit Carbogen begasten Krebs-
Henseleit-Puffer entfernt und die Aorta an einer Kanule befestigt. Um das Herz zu versorgen
wurde nach maximal acht Minuten zunachst mit einer retrograden Perfusion des Herzens
begonnen. Das Herz wurde dabei durch die Aorta mit einem Perfusionsdruck von 50 mmHg
mit 37,6°C warmen KHL-Puffer perfundiert. Ein sieben Zentimeter langer
Polyethylenschlauch (Micromed, Houston TX) wurde Uber die Pulmonalvene durch die
Mitralklappe in den linken Ventrikel eingefiihrt und nahe an der Herzspitze durch die
Ventrikelwand gestolten. Der Schlauch wurde durch das Gewebe nach aullen gezogen bis
das obere verbreiterte Ende an der Ventrikelwand anstiel3 (intraventrikularer Katheter). Eine
weitere Kanile wurde in die Offnung der Pulmonalvene eingefihrt und befestigt.
AnschlieRend wurde die retrograde Perfusion unterbrochen und auf eine anterograde
Perfusion des Herzens (siehe Abb.3.) mit einem Puffer-Zustrom von 5 ml/min umgestellt.
Das Herz pumpte gegen einen elastischen Widerstand, hervorgerufen durch etwa einen
Milliliter Luft in einem Pufferreservoir (,Windkessel“) direkt iber dem Herzen Der Zustrom
und die Temperatur des Puffers wurden durch eine Flusssonde (Transonic, Ithaca, USA)
bzw. durch einen Temperaturmessfuhler (CONRAD Electronics, Hirschau) kontrolliert. Ein
aortaler Widerstand von 50 mmHg wurde durch die Hohe einer hydrostatischen Saule
eingestellt (Gauthier et al. 1998). Wahrend der Perfusion wurden die Kontraktionsdaten mit
der Computersoftware Chartrm 5 (PowerLab, ADInstruments, Spechbach, Deutschland)

kontinuierlich aufgezeichnet und anschlieRend ausgewertet.

3.6. Biochemische Methoden

3.6.1. Homogenisierung der Proben

Die in der Working heart - Untersuchung verwendeten Herzen wurden am Ende des
Versuchs in flissigem Stickstoff schockgefroren und fur den Proteinnachweis im Westernblot
benutzt und dazu bis zur weiteren Aufbereitung bei -80°C gelagert. Alle fur die
Homogenisation bendtigten Gerate wurden mit flussigem Stickstoff vorgekuhlt. Die Proben
wurden in ein Teflongefall gegeben, mit 100 pl Lysispuffer versetzt und anschlieRend bei
2.400 rpm im Mikrodismembrator flir 60 Sekunden pulverisiert. Das tiefgekuhlte Pulver

wurde mit einem Spatel entnommen, in ein Eppendorf-Gefaly gegeben und mit weiteren 100
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Ml Lysispuffer versetzt. Nach dem Auftauen wurden die Proben mit dem Ruttler gemischt und
auf Eis gelagert. Es wurde 3 x 15 Sekunden eine Ultraschallhomogenisation auf Eis
durchgefihrt, worauf sich eine 30-mindtige Inkubation bei Raumtemperatur anschloss. Um
alle restlichen unléslichen Bestandteile zu entfernen, wurde 30 Minuten lang bei 14.000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand mit den gelésten Proteinen wurde in ein neues Gefal iberfiihrt

und bei -80°C gelagert.

3.6.2. Bestimmung des Proteingehaltes der Homogenate

Um den Proteingehalt der Proben zu ermitteln, wurde eine Dreifach-Bestimmung nach Lowry
et al. (1951) durchgefiuhrt. Als Proteinstandard wurde 1 mg Rinderserumalbumin/ml
verwendet. Es wurde eine aufsteigende Verdlinnungsreihe der Proben und des Standards
mittels Aqua destillata hergestellt, diese jeweils mit 500 ul Lésung D (2% Na2COs in 0,1
NaOH; 1% Na+-K+-Tartrat; 0,5% CuSOa4) versetzt und anschlieBend 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin wurde in jedes Réhrchen 0,1 ml der Lésung E (Folin-
Ciocalteus) gegeben, gemischt und wieder 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Standard- und Probenlésungen wurden in Kivetten umgeflillt und bei 595 nm im Eppendorf
BioPhotometer (Programm: Lowry) gemessen. Die Auswertung erfolgte mit dem Microsoft

Programm Excel.

3.6.3. SDS-PAGE nach Porzio und Pearson

Zur Vorbereitung der Gelelektrophorese wurden zunadchst die ndtigen Glasplatten mit
Ethanol und Aqua destillata gesaubert, woraufhin die Gelapparatur zusammengebaut
werden konnte. Es wurden 10%ige Trenngele (Porzio und Pearson, 1977) verwendet, die in
die Apparatur gegossen wurden und Uber Nacht bei 4°C (Kihlraum) auspolymerisieren
konnten. Als Verdunstungsschutz wurde ein H20-Isopropanol-Gemisch und Parafilm als
Abdeckung verwendet. Nach Polymerisation des Trenngels wurde darauf ein 4%iges
Sammelgel (Lammli, 1970) gegossen, welches 1 Stunde bei Raumtemperatur zur
Polymerisation stehen gelassen wurde. Die Proben wurden entsprechend ihres
Proteingehaltes mit 2 x Ladepuffer und 10 mM NaHCO3/20% SDS hergestellt, um die
gewinschten Konzentrationen zu erzielen. Zur Denaturierung wurden GréRenmarker und
Proben 10 Minuten lang bei 95°C erhitzt. Nicht erhitzte Proben wurden bei Raumtemperatur
verwendet. Pro Spur wurde das Gel mit 100 ul Probe beladen, sowie 25 pl des Markers. Die

Gelelektrophorese erfolgte in einer vertikalen Elektrophoresekammer, die kontinuierlich auf
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4°C gekuhlt und mit Elektrophoresepuffer bestlickt war. Zunachst wurde eine Stromstarke
von 40 mA pro Gel angelegt, welche, nachdem die Proben das Sammelgel durchlaufen
hatten, auf 60 mA erhéht wurde. Nach ca. 240 Minuten hatte die Lauffront (Bromphenolblau)
den unteren Rand des Trenngels erreicht und das Gel konnte flir den Transfer verwendet

werden (Puffer und Lésungen siehe Anhang).

3.6.4. Western Blot

Fur den Transfer der Proteine auf die Nitrozellulose-Membran wurde ein Aufbau, aus zwei
Schwammen, zwei Filterpapieren, der Nitrozellulose-Membran, des Gels, unter Zugabe von
Transferpuffer (siehe Anhang), luftblasenfrei zusammengestellt. Dieses wurde fiur den
Transfer mit dem entsprechenden Puffer in die Transferkammer Uberfuhrt und tber Nacht
bei 4,5 Ah und 4°C stromkonstant laufen gelassen. Zur Erfolgskontrolle des Transfers

wurden die Proteine auf der Nitrozellulose-Membran mit Ponceaurot angefarbt.

3.6.5. Immunologischer Nachweis von SR-Proteinen

Zum Nachweis der Proteine mit Antikbrpern wurde zunachst die Nitrozellulosemembran den
ProteingréRen (Tab.3.) entsprechend zugeschnitten. Die Membranstreifen wurden in
Kunststoffgefalle Uberfihrt und 2 x 15 Minuten mit TBST gespilt, um das Ponceaurot
auszuwaschen. Zur Blockierung freier Bindungsstellen auf der Membran wurden die
Membranstreifen flir den Nachweis von SERCA, Triadin, Junctin, Serin-16P-PLB, Threonin-
17P-PLB sowie CSQ mit 5% Milchpulver in TBST, eine Stunde bei Raumtemperatur
geblockt. Selbiges erfolgte mit den PLB-Streifen, hier wurde jedoch 2% Rinderserum-
Albumin in TBST, anstelle des Milchpulvers, verwendet. Der Blockierungspuffer wurde
abgegossen und der erste Antikorper (Tab. 2) auf die Membranstreifen gegeben. Die
Inkubation erfolgte Gber Nacht bei 4°C. Nach Dekantierung des ersten Antikdrpers wurde
jeder Streifen 3 x 10 Minuten mit TBST gewaschen. Es folgte die Inkubation mit dem zweiten
Antikorper fir zwei Stunden bei Raumtemperatur, wobei fir jeden Streifen eine
Antikoérperverdinnung von 1:1000 verwendet wurde (siehe Tab.2.). Danach wurde 3 x 10
Minuten mit TBST und 2 x 2 Minuten mit AP-Puffer gespult. Als semiquantitative
Nachweismethode wurde die Farbreaktion mit NBT/BCIP verwendet. Die frisch hergestellte
Farbstofflosung wurde auf die Membranstreifen gegeben bis Banden zu sehen waren.
Anschlie®end wurden die Blots mit Aqua destillata gespult und zur Dokumentation

eingescannt (Puffer und Lésungen siehe Anhang).
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o Medium Verdiinnung Medium Verdiinnung
Antikorper
1.Antikorper 1.Antikorper 2.Antikorper 2.Antikorper
anti-mouse IgG
5% (WIV)
: . . 5% (WV)
anti-SERCA | Milchpulver in 1:3000 1:1000
Milchpulver in
TBST
TBST
anti-rabbit IgG
5% (WIV)
: . . 5% (W)
anti-CSQ Milchpulver in 1:1000 1:1000
Milchpulver in
TBST
TBST
anti-rabbit IgG
5% (W/V)
: : , 5% (W)
anti-TRD Milchpulver in 1:1000 1:1000
Milchpulver in
TBST
TBST
anti-rabbit IgG
5% (WIV)
- : . 5% (W/V)
anti-JCN Milchpulver in 1:1000 1:1000
Milchpulver in
TBST
TBST
anti-mouse IgG
) 2% (W/V) BSA 5% (W/V)
anti-PLB 1:1000 1:1000

in TBST

Milchpulver in
TBST
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Tab.3. GroBenbereiche fiir den Proteinnachweis im Western Blot

Protein GroRenbereich im Gel (kDa)
SERCA ca. 96
cSQ ca. 55
TRD ca. 35 und 40 (glykosyliert)
JCN ca. 26
PLB (erhitzt auf 95°C) <12

3.7. Tryptophan-, Serotonin- und Katecholaminbestimmungen mittels HPLC

Die Hochleistungsflissigkeitschromatografie (engl. high performance liquid chromatography,
HPLC (Daul et al. 1995)) ist ein chromatografisches Trennungsverfahren, welches hier zur
qualitativen und quantitativen Bestimmung von Tryptophan, Serotonin, Adrenalin und
Noradrenalin im Herzgewebe von Mausen genutzt wurde. Das Gewebe wurde durch die
Entnahme des Herzens von narkotisierten Mausen gewonnen, von denen die Halfte 16 h vor
Versuchsbeginn mit Reserpin i.p. behandelt wurde um die intrazellularen
Katecholaminspeicher in den Nervenenden im Herzen zu leeren. Um die Koronararterien von
Blut zu befreien, wurden die Herzen 20 min in einer Langendorffapparatur perfundiert.
Danach wurden sie im flissigen Stickstoff gefroren und bei -80°C bis zur Weiterbehandlung
gelagert. Zur Messung des Substanzgehaltes im Gewebe wurden 100 mg gefrorenes
Herzgewebe bei 0°C in 0,4 M HCIO4 mit 0,1% Ascorbinsaure, 0,1% Cystein, 3 mM Glutathion
und 2 mM EDTA homogenisiert. Nach Zentrifugation (5 min, 6000 rpm, 0°C) wurden 20 pl
des Uberstandes mit 3 yl NaOH (2,5 M) neutralisiert und sofort in die HPLC-S&ule Uberfihrt.
Die Auftrennung durch HPLC wurde in einer Eurosphere 100-5C8 Saule (250 x 4,4 mm i.d.
Knauer, BRD) bei 30°C durchgefihrt. Diese Versuchsreihe erfolgte in Zusammenarbeit mit
Dr. Klaus Pdnicke aus dem Institut fir Pharmakologie und Toxikologie der Martin-Luther-

Universitat Halle-Wittenberg.
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3.8. Behordliche Genehmigungen und Sicherheitsbestimmungen

Alle notwendigen behordlichen Genehmigungen zur Durchfiihrung der Organentnahme und
Tierversuchen lagen vor (Aktenzeichen: 42502-02-691 MLU und 42502-5.14 MLU).
Genetische Arbeiten erfolgten gemall dem Gentechnikgesetz (GenTG vom 16. Dezember
1993) zur Regelung der Gentechnik unter Beachtung der in § 7 Abs. 1 GenTG formulierten
Sicherheitsstufen und —Maflinahmen. Die Genehmigung sowie die Anmeldung der Arbeiten
mit Gentechnik erfolgte gemalk § 8, § 9, § 11 und § 12 GenTG.

3.9. Statistische Auswertung

Aus den Versuchsergebnissen wurden das arithmetische Mittel und der zugehdrige
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) errechnet. Mit n wurde die Anzahl der Einzelversuche
bezeichnet. Die statistische Signifikanz der Unterschiede zwischen zwei Gruppen wurde
mittels t-Test nach Student beurteilt. Bei einem Vergleich mehrerer Gruppen wurde die
statistische Signifikanz durch eine Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur
festgestellt (Wallenstein et al. 1980). P-Werte mit einem Betrag kleiner oder gleich 0,05

wurden als statistisch signifikant angesehen.
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4. Ergebnisse

4.1. Genotypisierung der Versuchstiere

Zur Uberpriifung einer erfolgreichen Integration des 5-HTsa-Rezeptor-Transgens in die DNA
der Nachkommen, wurde aus Schwanzbiopsien der Tiere die genomische DNA isoliert und
eine PCR durchgefiihrt. Das PCR-Programm und die verwendeten Primer sind im Anhang.
aufgefihrt.

Im Vorfeld wurde die Qualitat der extrahierten DNA Uberpraft. Hierfir wurde die optische
Dichte (OD) bei jeweils 260 nm und 280 nm gemessen und der Quotient aus beiden Werten
gebildet. Dieser lag bei allen Proben zwischen 1,75 und 1,92, was einen hohen
Reinheitsgrad der DNA bestatigte.

Abb.4. Genotypisierung durch PCR; Maus 2 und 4 sind TG-Mé&use und 1, 3 und 5 WT-
Mé&use. Abgebildet sind die mittels Gelelektrophorese aufgetrennten PCR-Produkte. Die
amplifizierte DNA-Sequenz hat eine Grél3e von 508 bp. Eine 100 bp-DNA-Leiter diente als

GréBenstandard; pos, Positivprobe; neg, Negativprobe

4.2. Histologie

Die Abbildung 5 zeigt die 5-HT4a-Rezeptor-Expression in den Herzen von erwachsenen
(Alter: 12-14 Wochen) transgenen Mausen. Der Nachweis von 5-HT4a-Rezeptoren (grin) in
den Myokardzellen erfolgte mittels Immunhistologie. Man beachte die sarkolemmale
Lokalisation des Rezeptors entsprechenden Signals und dessen Uberexpression in
histologischen Bildern der TG-Mause. Die histologische Préaparate in Abb. 5B zeigen bei
einer hoheren VergréRerung, das gestreifte Expressionsmuster, welches mit der

Lokalisierung der 5-HT4a-Rezeptoren mit dem T-Tubulus-System Gbereinstimmt.
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Abb.5. Immunhistologischer Nachweis des 5-HTs-Rezeptors (griin) in Herzschnitten von
transgenen Méusen (TG) im Vergleich zu Wildtyp-Méausen (WT) (A und B). Bei hbherer
VergréRerung (B) wird eine Querstreifung des Expressionsmusters sichtbar, was fiir eine
Lokalisation des 5-HT+Rezeptors im Bereich der T-Tubuli spricht. Die Zellkerne wurden mit

dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol) blau geférbt.

4.3. Auswertung der Echokardiographie

Es wurden 5-HT4a-Rezeptor Uberexprimierende Tiere (TG, n=7) mit Wildtyp-Tieren (WT, n=5)
verglichen. Unter Kontrollbedingungen in vivo unterschieden sich die Herzfrequenzen von
WT (483 £ 12 bpm) und 5-HT4a-Rezeptor Gberexprimierenden Tieren (466 £ 19 bpm) nicht
(Abb.6.). Nach Applikation von Isoprenalin zeigte sich ein Frequenzanstieg sowohl bei WT
mit 580 + 14 bpm, wie auch bei den TG Mausen mit 579 £ 9 bpm (p < 0,05; TG u. WT,
Isoprenalin vs. Kontrolle; siehe Abb. 6). Wie zu erwarten war, kam es zu einer Steigerung
der Herzfrequenz durch Stimulation mit Isoprenalin, das als nicht-selektiver Agonist die (31-
und B2—Rezeptoren der TG und WT Mause aktiviert.

Die maximale Stimulation durch Serotonin fihrte nur bei den TG Mausen zu einem Anstieg
der Herzfrequenz mit 565 £ 10 bpm (p < 0,05; TG, Serotonin vs. Kontrolle; siehe Abb. 6).
Dies war nicht bei den WT Tieren zu beobachten mit 498 £ 19 bpm (p<0,05; Serotonin, WT
vs. TG; siehe Abb.6.A).
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Abb. 6. Wéhrend der Echokardiographie erfasste Herzfrequenz unter Kontrollbedingungen,
Isoprenalingabe und Serotoningabe bei WT (A) und TG (B) Tieren. *p < 0,05 vs. Kontrolle,
+p < 0,05 vs. WT. Die Zahlen in den Saulen entsprechen der Anzahl der Versuchstiere.
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Die FS (fractional shortening in %) wurde im Verlauf der M-Mode-Echokardiographie
berechnet und aufgezeichnet. Unter Kontrollbedingungen konnte kein Unterschied zwischen
den TG (38 £ 2%) und WT Tieren (36 + 2%) gemessen werden. Nach Isoprenalingabe stellte
sich bei beiden Versuchsgruppen eine Erhéhung der FS ein. Diese lag bei den WT bei 56 +
2% und bei den TG Tieren bei 50 + 3% (p<0,05; WT; TG, Kontrolle vs. Isoprenalin; siehe
Abb.7.). Nach Serotoningabe zeigte sich eine Erhdhung der FS bei TG-Mausen (55 + 2%),
nicht aber bei WT-Versuchstieren (44 + 2%) (p<0,05; 5-HT; WT vs.TG; siehe Abb.7.).
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A WT - Fractional shortening in %
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Abb.7. Echokardiographisch bestimmte kardiale Verkiirzungsfraktion (Fractional Shortening
= FS in %) unter Kontrollbedingungen, Isoprenalingabe und Serotoningabe bei WT (A) und
TG Tieren (B). *p<0,05 vs. Kontrolle, +p<0,05 vs. WT. Die Zahlen in den Séulen entsprechen

der Anzahl der Versuchstiere.
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WT - linksventrikulare systolische
Hinterwanddicke

1,8 -
*
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o
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Kontrolle Isoprenalin Serotonin

TG - linksventrikulare systolische
Hinterwanddicke
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Abb.8. Linksventrikuldre Hinterwanddicke in der Systole (LVPWS, left ventricular posterior
wallthickness at systole) in mm unter Kontrollbedingungen, Isoprenalingabe und
Serotoningabe bei WT (A) und TG Tieren (B). *p<0,05 vs. Kontrolle, +p<0,05 vs. WT. Die

Zahlen in den Sé&ulen entsprechen der Anzahl der Versuchstiere.



27

Die Kontrollmessung der linken, hinteren Ventrikelwand in mm wahrend der Systole ergab
keinen Unterschied zwischen WT (1,23 + 0,03) und TG (1,25 = 0,04), wie in Abb. 8
dargestellt ist. Nach Isoprenalingabe zeigte sich eine deutliche Zunahme der Myokarddicke
bei den TG Tieren (1,39 £ 0,06) und WT Tieren (1,48 = 0,07), (p < 0,05; TG; WT; Kontrolle
vs. Isoprenalin; siehe Abb.8.). Nach der intraperitonealen Gabe von Serotonin stellte sich
eine Veranderung der Wanddicke nur bei TG-Mausen (1,54 + 0,04) im Vergleich zum
Basalwert ein, nicht jedoch bei den WT-Mausen (1,32 + 0,03), (p<0,05; 5HT; WT vs.TG;
siehe Abb.8.).

ID:MB10 SEROTONIN @ 06/12/20086
POWERVISION P-HEART1 15:24:03

S70-10. , S70-10.
168Hz 168Hz
9503 #511

Abb. 9. B-Mode-Echokardiographie einer TG-Maus wéhrend der Serotoningabe. Dabei zeigt
Bild A den linksventrikuldren enddiastolischen Durchmesser (LVEDD) und Bild B den
linksventrikuldren  endsystolischen  Durchmesser LVESD  nach intraperitonealer
Serotoninapplikation. Siehe dazu 3.3.2. Versuchsdurchfiihrung und Erfassung von

Messdaten
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4.4. Auswertung ,Working heart”

Bei den Untersuchungen mit Hilfe der ,working heart — Methode wurden jeweils 13 Herzen
von WT-Mausen mit TG-Mausen in vitro verglichen. Dabei zeigte sich zu Beginn der
Versuchsdurchfuhrung (basal) eine deutlich hdéhere Herzfrequenz bei den transgenen
Versuchstieren (330 + 20bpm) im Vergleich zu den WT-Versuchstieren (272 + 11bpm)
(+p<0,05 TG vs. WT) (Abb.10.). Dieser Unterschied konnte jedoch nicht in vivo wahrend der
Echokardiographieversuchsreihe gezeigt werden. Auch kam es unter der GR 125487-
Applikation zu keiner Veranderung der basalen Herzfrequenz der transgenen Herzen.
Erwartungsgemall kam es zu einer Herzfrequenzsteigerung bei den TG—Herzen (385 +
16bpm) und WT—Herzen (404 £ 20bpm) nach Isoprenalingabe (*p < 0,05 vs. Kontrolle).
Nachdem die positiv chronotrope Wirkung des Isoprenalins ausgewaschen war, konnte im
Anschluss die Serotoningabe erfolgen. Dabei zeigte sich eine Herzfrequenzsteigerung
ausschlieBlich bei den transgenen perfundierten Herzen (420 £ 28bpm) im Vergleich zur
Kontrolle (*p < 0,05 vs. Kontrolle) und im direkten Vergleich zu den WT Herzen (+p < 0,05 vs.
WT) (Abb.10.).

Herzfrequenz - Working heart

500
450
400
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300
250
200
150
100

50

* % *

+

JWTHerzen

BTG Herzen

Herzfrequenz in bpm

13 13 13

Kontrolle Isoprenalin Serotonin

Abb.10. Herzfrequenz der perfundierten TG- und WT-Herzen unter Kontrollbedingungen,
Isoprenalingabe und Serotoningabe. *p<0,05 vs. Kontrolle, +p<0,05 vs. WT, Die Zahlen in

den Séulen entsprechen der Anzahl der Versuchstiere.
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Herzfrequenz - TG Mause
500 - *
450 - -
400 -
350 - - - -
300 -
250 -
200 -
150 -
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50 - 13 13 13 13

Herzfrequenz ( bpm)

Kontrolle Serotonin GR-125487 GR-125487+
Serotonin

Abb.11. Herzfrequenz der perfundierten transgenen Herzen nach Applikation des 5-HTs-
Rezeptor Antagonisten GR 125487 und Serotoningabe. *p < 0,05 vs. Kontrolle, Die Zahlen in

den Séulen entsprechen der Anzahl der Versuchstiere.

Zum  weiteren  Charakterisierung der 5-HT4a-Rezeptoren wurde der  5-HTs-
Rezeptorantagonist GR 125487 (Schiavi et al., 1994) den transgenen Herzen verabreicht.
Dabei kam es zu keiner Veranderung der Herzfrequenz bei den transgenen Herzen (335 *
21 bpm). Auch bei der anschlielenden Serotoningabe kam es zu keiner
Herzfrequenzsteigerung (333 = 19 bpm). Es konnte somit nachwiesen werden, dass die

serotoninbedingte Frequenzerhdhung wahrscheinlich 5-HT4a-Rezeptor-vermittelt war.
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Linksventrikularen Druck - Working heart
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Abb.12. Linksventrikuldrer Druck (LVP) der TG- und WT-Herzen unter Kontrollbedingungen,
Isoprenalingabe und Serotoningabe. *p < 0,05 vs. Kontrolle, +p < 0,05 vs. WT, Die Zahlen in

den Séulen entsprechen der Anzahl der Versuchstiere.

Unter Basalbedingungen glichen sich die Kontrollwerte des LVP von TG und WT (LVP; WT:
71,3 £ 2,2 mmHg; TG: 71,8 + 3,9 mmHg; Abb.12). Nach Isoprenalingabe zeigten beide
Versuchsgruppen eine Steigerung des LVP (LVP; WT: 102,5 + 10,2 mmHg; TG: 115,2 + 17
mmHg; Abb.12.).

Der systolische LVP transgener Herzen stieg unter 5-HT-Stimulation auf 103,9 + 11,5 mmHg
(p < 0,05; TG, 5-HT vs. basal; sieche Abb.12.). Im Vergleich zum Kontrollwert stieg der
systolische LVP der TG unter maximaler Stimulation durch Serotonin um 31 %. Im
Gegensatz dazu blieb der systolische LVP der WT-Herzen nach Gabe von Serotonin mit
einem Anstieg von 7,8% im Vergleich zu den Kontrollbedingungen unverandert (p < 0,05; 5-
HT, WT vs. TG siehe Abb.12.).

Die anschlieRende Untersuchung mit dem 5-HT4-Rezeptorantagonisten GR 125487 zeigte
eine vollstdndige Hemmung des positiv inotropen Effektes von Serotonin im TG-Herzen
(siehe Abb.13.).
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Linksventrikularer Druck - Working heart
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Abb.13. Darstellung des LVD der perfundierten transgenen Herzen unter
Kontrollbedingungen, nach Serotoningabe, GR-12547 Gabe und zusétzlicher Serotoningabe.
*p<0,05 TG; 5-HT vs. GR 125487 + Serotonin. Die Zahlen in den S&ulen entsprechen der

Anzahl der Versuchstiere.

Die Parameter dP/dtmin und dP/dtmax stellen die minimalen bzw. maximalen Werte der 1.
Ableitung der Druckkurve dar. Sie beschreiben die maximale Druckabfallgeschwindigkeit
bzw. die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit. Unter Kontrollbedingungen waren sowohl
beim Kontraktilitdtsparameter (dp/dtmax) als auch beim Relaxationsparameter (dp/dtmin) keine
Unterschiede zwischen WT und TG zu erkennen (dP/dtmax; WT: 2498 + 173 mmHg/s; TG:
2293 + 269 mmHg/s; dP/dtmin; WT: -1234 + 90 mmHg/s; TG: -1346 + 185 mmHg/s; Abb.
14.). Es kam zu einer Erhéhung der maximalen Druckanstiegs- bzw.
Druckabfallgeschwindigkeit beider Versuchtierreihen durch Isoprenalingabe (dP/dtmax; WT:
5679 + 576 mmHg/s; TG: 6328 + 1620 mmHg/s; dP/dtmin; WT: -3047 + 277 mmHg/s; TG: -
3607 + 890 mmHg/s; *p<0,05 Iso vs. Kontrolle Abb.14.).

Nach maximaler Stimulation mit Serotonin anderten sich die maximale Druckanstiegs- bzw.
Druckabfallgeschwindigkeit bei WT nicht. Jedoch zeigten die TG-Herzen deutliche
Erhéhungen in der Druckanstiegs- bzw. der Druckabfallgeschwindigkeit im Vergleich zu den

Kontrollbedingungen und im Vergleich zu den WT-Herzen (Abb.14.). Die
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Druckanstiegsgeschwindigkeit dP/dtmax der TG beschleunigte sich unter 5-HT-Einwirkung um
130 % - von 2293 + 269 mmHg/s auf 5299 + 1297 mmHg/s. Die maximale Stimulation der
TG durch 5-HT fuhrte zugleich zu einer Zunahme der Druckabfallgeschwindigkeit dp/dtmin um
93 % (dP/dtmin Kontrolle: -1346 £ 185 mmHg/s; dP/dtmin 5-HT: -2611 £ 665 mmHg/s; siehe
Abb.14.).
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Abb.14. Darstellung der  Kontraktionsgeschwindigkeit (dP/dtmax) (A) und

Relaxationsgeschwindigkeit (dP/dtmin) (B) unter Kontrollbedingungen, Isoprenalingabe und

Serotoningabe. *p<0,05 vs. Kontrolle, +p<0,05 vs. WT, Die Zahlen in den S&ulen entsprechen

der Anzahl der Versuchstiere.
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Abb.15. Hemmende Wirkung von GR 125487 auf den Serotonin-bedingten Anstieg von
dP/dtmax (Abb.14.A) und dP/dtmin (Abb.14.B) in TG Herzen. (TG mit 5-HT: 5299 + 1297
mmHg/s; TG/ GR 125487 + 5HT: 2757 + 466 mmHg/s; dP/dtmin; TG + 5HT: -2611 + 665
mmHg/s; TG/ GR 125487 + 5HT: -1429 + 298 mmHg/s)
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Wahrend der Working heart Untersuchungen zeigte sich bei 7 von 13 transgenen Herzen
eine ventrikulare Arrhythmie unter Basalbedingungen bevor das exogene Serotonin appliziert
wurden ist ((p<0,05) siehe Abb.16.). Diese Herzrhythmusstérrungen wurden im linken

Ventrikel registriert. Diese Arrhythmie konnte bei den WT-Herzen nicht nachgewiesen

werden.
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Abb.16. Aufzeichnung des linksventrikuldren Druckes bei einem transgenen Herzen unter
Basalbedingungen in der working heart Versuchsanordnung. Im oberen Bild zeigt sich nach
dem ersten Schlag eine Pause gefolgt von einem gré3eren Schlag mit Entwicklung eines
post-rest Potentials. Das untere Bild zeigt nach normalen Schldgen eine zusétzliche

Kontraktion mit kleinerem Potential. Das kénnte eine spéte Depolarisierung darstellen.
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45. Western Blot

Der positiv inotrope Effekt von 5-HT in Herzen der 5-HT4-Rezeptor-Tiere wird wahrscheinlich
durch erhéhte cAMP-Spiegel und einer damit verbundenen gesteigerten Aktivitat der PKA
induziert. Ein entscheidender Mechanismus hierbei stellt die Phosphorylierung des
Phospholambans dar, welches als regulierendes Protein der SERCA fungiert. Es wurde
geprift, ob die gesteigerte Inotropie mit einer vermehrten Phosphorylierung des PLB
korrelierte.

Mit Hilfe von Western Blot-Versuchen konnte die Expression wichtiger Caz+regulatorischer
Proteine in TG-Mausen mit der in den WT-Tieren verglichen werden. Wie in Abb.17.
dargestellt ist, konnte kein Unterschied der Proteinexpression von PLB, SERCA, CSQ, TRD
und JCN gefunden werden. Das Verhaltnis der mittleren Expressionsniveaus von TG- zu
WT-Tieren waren wie folgt: SERCA, 1,13; CSQ, 1,05; TRD, 1,03; JCN, 0,90; und PLB, 0,94
(n = 3-6). Die Phosphorylierung von PLB an Serin-16 und Threonin-17 wurde durch
Isoprenalin in perfundierten Herzen von TG- wie auch von WT-M&ausen verstarkt (siehe
Abb.18.A). Dagegen erhohte 5-HT die PLB-Phosphorylierung ausschlieBlich in
Herzpraparaten von TG-Mausen, jedoch nicht von WT-Mausen. Dieser Effekt wurde durch
den 5-HTs-Antagonisten GR 125487 blockiert (siehe Abb.18.B). Bemerkenswert war die
hdhere basale Threonin-17-Phosphorylierung von PLB in TG-Herzen (siehe Abb.18.B). In
Gegenwart des 5-HT4-Rezeptor-selektiven Antagonisten GR 125487 (1 uM) betrug die 5-HT-
induzierte (1 uM) Phosphorylierung von PLB an Serin-16 oder Threonin-17 109 + 13% bzw.
105 + 11% des Kontrollwerts in perfundierten Herzen von TG-Mausen. Daher kann die
Wirkung von exogen zugegebenem 5-HT auf die doppelte PLB-Phosphorylierung als 5-HTs-
Rezeptor-vermittelt angesehen werden. Darlber hinaus betrug die Phosphorylierung von
PLB an Serin-16 oder Threonin-17 mit GR 125487 (1 uM) alleine 108 + 13% oder 107 £ 12%
in perfundierten Herzen von TG-Mausen. Die cAMP-abhangige PLB-Phosphorylierung an
Serin-16 war wie die PLB-Phosphorylierung an Threonin-17 erhéht (siehe Abb.18.B). Dies
unterstutzt die Vermutung, dass der Uberexprimierte 5-HT4a-Rezeptor die gleiche Kaskade
wie der endogene Rezeptor des menschlichen Herzens nutzt. Im Einklang mit der fehlenden
Kontraktionskraftanderung der WT-Herzen unter 5-HT, steigerte sich hier auch der
Phosphorylierungzustand von PLB nicht (siehe Abb.18.).
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Abb.17. Darstellung der Expression wichtiger Caz+regulatorischer Proteine des
sarkoplasmatischen Retikulums in TG-Herzen und WT-Herzen. Dabei zeigte sich kein
Unterschied in der Expression von SERCA (sarko (endo) plasmatisches Retikulum Caz+-
ATPase), CSQ (Calsequestrin), TRD (Triadin (¥ glykosyliete Form von TRD)), JCN
(Junctin) oder PLB (Phospholamban).



38

A WT TG WT TG
L 4CSQ
~ . <4PLB-PS16
Iso 1uM - + - + | - = & &
SHTAWM | - | - | - | - | - | + | - | +
B TG

—_——— e — _-3';<ch

- - <4PLB-PT17

GR1uM [ - [+ [-T+T-17T +[-
BHTAM] = | = | = | = | = | =| +

Abb.18. Darstellung der Phospholamban (PLB)-Phosphorylierung in isolierten perfundierten
Herzen von WT (A)- und TG-Mé&usen (A und B) (Alter: 12-14 Wochen). Die perfundierten
Herzen wurden entsprechend den angegebenen Konzentrationen mit Isoprenalin (Iso),
Serotonin (5-HT) oder GR 125487 (GR) behandelt bevor sie eingefroren wurden. Im
Anschluss erfolgte eine SDS-PAGE- und Western-Blot-Analyse. Die Phosphorylierung von
PLB an Serin-16 (PLB-PS16) sowie an Threonin-17 (PLB-PT17) wurde mit
Phosphorylierungs-spezifischen Antikbrpern analysiert. Die Expression von Calsequestrin
(CSQ) diente als Beladungskontrolle.
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4.6. HPLC-Auswertung

Um einen Uberblick Uber das Vorhandensein von inotrop und chronotrop wirkenden
Substanzen im Mausherz zu gewinnen, wurden die Konzentrationen von Adrenalin und
Noradrenalin sowie dem Serotoninvorlaufer Tryptophan (TRP) und 5-HT selbst in pg/mg
Feuchtgewebe mittels HPLC ermittelt. Hier wurden ausschlieRlich WT-Mause verwendet, da
nicht von einem Unterschied zu TG-Mausen auszugehen ist. 16 h vor Versuchsbeginn wurde
einem Teil der Versuchstiere 0,5 mg Reserpin i.p./kg Korpergewicht gespritzt um endogene
Katecholaminspeicher (auch Serotoninspeicher) in den Nervenenden im Herzen zu
entleeren. Die Messungen erfolgten an mit Tyrode perfundierten, d.h. blutfreien
Ventrikelgeweben.

Die Abbildung 19 zeigt beispielhaft die Konzentrationen von Adrenalin und Noradrenalin
sowie TRP und 5-HT im Ventrikelgewebe. Durch Reserpinbehandlung konnte der Gehalt an
Adrenalin (unterhalb der Nachweisgrenze), Noradrenalin und Serotonin deutlich gesenkt
werden, wahrend immer noch eine groRe Menge an TRP nachweisbar war.
Interessanterweise wurde der 5-HT-Gehalt relativ betrachtet weniger vermindert als die

Katecholamine.
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Abb.19. Typische HPLC-Aufzeichnungen. Die Proben wurden aus perfundierten Herzen von
WT-Méusen vergleichend mit und ohne Reserpinbehandung (Alter der Tiere: 12-14 Wochen)
gewonnen und in das HPLC-System injiziert. Die Spannung des Detektors (Ordinaten) war
proportional zur Menge des gemessenen organischen Materials. Die Abszissen geben die
Retentionszeit an. Die Pfeile zeigen die Mengen in pg der nachgewiesenen Verbindungen
an. Das obere Chromatogramm zeigt Noradrenalin und Adrenalin, das untere 5-HT und

Tryptophan (seine Vorstufe).
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5. Diskussion

5.1. Funktionelle Bedeutung der 5-HT4a-Rezeptoren fir das Herz

Das 5-HTsa-transgene Maus-Modell wurde generiert, um die physiologischen und
pathophysiologischen Eigenschaften von 5-HT4-Rezeptoren im Herzen von Saugetieren
genauer zu verstehen. Der 5-HT4a-Rezeptor stellt neben dem 5-HTp-Rezeptor eine der
wichtigsten humanen Isoformen mit klinischer Relevanz fiir die Myokardzelle dar (Bondel et
al. 1997). Hinzu kommt, dass dieser als erstes kloniert (Gerald et al. 1995) und zusatzlich gut
untersucht worden ist. Aufgrund dieser Tatsachen sollte diese Arbeit Erkenntnisse gewinnen
inwiefern der 5-HT4a-Rezeptor durch pharmakologische Substanzen beeinflusst wird. Somit
ist das vorgestellte Maus-Modell ideal, um neue pharmakologische Produkte (Agonisten und
Antagonisten des 5-HT4-Rezeptors) an diesem einzusetzen und ihre Wirkungsweisen zu

erforschen.

Mit Hilfe einer a-MHC-Expressionskassette wurde die Uberexpression des menschlichen 5-
HT4a—Rezeptors in Kardiomyozyten von transgenen Mausen ermdglicht. Die Unterscheidung
der Versuchstiere in Wildtyptiere und transgene Versuchstiere erfolgte durch eine

Genotypisierung mittels PCR.

Zwischen TG- und WT-Mausen zeigte sich makroskopisch kein Unterschied hinsichtlich der
Morphologie oder einer Hypertrophie der Herzmuskulatur. Zusatzlich gab es keinen
Unterschied zwischen dem Korpergewicht bzw. dem Herzgewicht (Gergs et al. 2010). Mit
Hilfe der immunhistologischen Analyse konnte jedoch mikroskopisch die Uberexpression der
von 5-HTs—Rezeptoren in den Herzen von transgenen Tieren visualisiert werden.
Histologische Farbungen ergaben keine Anzeichen von Fibrose oder Gewebenekrosen bei

den Tieren mit der Uberexpression des 5-HTa-Rezeptors (Gergs et al 2013).

5.2. Der positiv inotrope und lusitrope Effekt in Abhangikeit von Serotonin am

Herzen

Der positiv inotrope Effekt (PIE) und positiv lusitrope Effekt wird durch exogenes 5-HT im
Herzvorhof der transgenen Mause durch den humanen 5-HTs-Rezeptor hervorgerufen
(Kaumann et al. 1994, Sanders et al. 1995, Brattelid et al. 20044a,). Es schliel3t sich eine

intrazellulare Signaltransduktion, wie unter 1.3 ausfihrlich beschrieben, an. Hierbei kommt
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es zu einer Gs-gekoppelten cAMP-Erhéhung die eine PKA—Aktivierung herbei fihrt (Pindon
et al. 2002). Die PKA ermdglich dann u.a. eine Phosphorylierung der spannungsabhangigen
L-Typ-Caz+-Kandle und es kommt zu einem starken Anstieg der intrazellularen
Calciumkonzentration. Zusatzlich findet eine Phosphorylierung des Phospholambans an
Serin-16 und Threonin-17 statt. Durch die PLB-Phosphorylierung wird wahrend der Diastole
mehr Caz+ durch die SERCA in das SR transportiert. Dadurch verkirzt sich die
Relaxationszeit und es kann in der folgenden Systole mehr Caz-+ freigesetzt und damit die
Kontraktionskraft gesteigert werden (Gergs et al. 2009). Dieser PIE konnte in vielen
verschiedenen Spezies nachgewiesen werden, wie z.B bei Katzen, Meerscheinchen,
Hunden, Schweinen und Ratten (Benfey et al. 1974). In diesem Zusammenhang konnte
festgestellt werden, dass bei Ratten der PIE im linken Vorhof auftritt jedoch nicht im Ventrikel
(Laer et al. 1998). Serotonin hat eine stimulierende Wirkung auf den L-Typ-Calcium Kanal
des Vorhofs (Ouadid et al.1992) jedoch nicht am Ventrikel (Jahnel et al. 1992, Ouadid et al.
1995) zur Folge. Ahnliche Erkenntnisse vertrat man bis dahin auch am humanen Herzen, bis
nachgewiesen wurde, dass bei Patienten mit Herzinsuffizienz doch eine Wirkung von
Serotonin am Ventrikel vorlag. Dieser Effekt konnte durch die Gabe von 3-Isobutyl-1-
methylxanthin, einem Phosphodiesterase-Inhibitor verstarkt werden (Brattelid et al. 2004a).
Bei den Echokardiographieversuchen dieser Dissertation konnte der positiv inotrope Effekt
des 5-HT4a-Rezeptors erfolgreich in vivo nachgewiesen werden. Dabei wurde in den
Versuchen deutlich gezeigt, dass nur in transgenen Tieren ein Anstieg der
Verklrzungsfraktion (Pumpfunktion des linken Ventrikels) sowie eine Zunahme der
Wanddicke des linken Ventrikels unter Serotoningabe als Zeichen einer Steigerung der
Kontraktionskraft des Herzen stattfand. Bei den Wildtyptieren hingegen konnte diese
Reaktion ausschlieRlich bei der Isoprenalinapplikation nachgewiesen werden. Der positiv
inotrope und lusitrope Effekt am menschlichen Vorhof ging mit einer Zunahme der
Kraftanstiegsgeschwindigkeit und der Erschlaffungsgeschwindigkeit sowie Verklirzung der
Anspannungszeit und Erschlaffungszeit ausgeldst durch 5-HT einher (Brattlid et al 2004a,
Kaumann 1991). Dies konnte in der Working heart — Versuchsreihe in Herzen transgener
Mause anhand des linksventrikularen Druckes, des dP/dtmax sowie dP/dtmin ebenfalls
beobachtet werden. Nach Gabe des spezifischen 5-HTs-Rezeptor Antagonisten GR 125487
in der Working heart-Versuchsreihe blieb nach erneuter Serotoninapplikation ein positiv
inotroper Effekt aus. Somit konnte bei dem von uns verwendeten Mausmodell der PIE von 5-
HT nur via spezifischen 5-HT4a-Rezeptor in den transgenen Tieren ausgeldst werden. Mit
Hilfe der Western Blot Versuche konnte die Phosphorylierung von PLB an Serin-16 und
Threonin-17 in den transgenen Herzen nach Stimulation mit 5-HT nachgewiesen werden.
Und wie zu erwarten blieb ein Nachweis in den WT-Tieren aus. Die zusatzliche Verwendung

von GR 125487 bestatigte dies, aufgrund fehlender Phosphorylierung von Phospholamban.
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5.3. Der positiv chronotrope Effekt von Serotonin am Herzen

Der positiv chronotrope Effekt konnte an isolierten Vorhofpraparaten von Ratten (Docherty et
al.1988), Katzen (Saxena et al. 1985), Meerschweinchen (Walter et al. 1984) und Schweinen
(Bom et al. 1998) nachgewiesen werden. Auch am Menschen konnte durch eine intraventse
Injektion von Serotonin ein positiv chronotroper Effekt ausgeldst werden (Hollander et al.
1957, Le Mesurier et al. 1959, Parks et al. 1960). Aber es konnte auch eine Bradykardie
durch Serotonin Uber den Bezold-Jarisch-Reflex ausgeldst werden (Paintal et al. 1973).
Zurzeit wird davon ausgegangen, dass 5-HT uber den 5-HTs4-Rezeptor das Gs-Protein
aktiviert, welches im Anschluss die Adenylycyclase zur Produktion vom cAMP anregt.
Dadurch wird der durch Hyperpolarisation aktivierte und durch zyklische Nukleotide
regulierte Kationenkanal (HCN, I-funny) im Sinusknoten angeregt, was zu einer
beschleunigten Depolarisation des Membranpotentials fihrt und dann letztlich in einer
erhohten Herzfrequenz mindet (De Maeyer et al. 2006).

Diese Erkenntnisse lieRen sich in der Echokardiographie bestatigen. Durch
Serotoninapplikation konnte ein Anstieg der Herzfrequenz bei den transgenen Tieren
ausgeldst werden. Dieser Effekt blieb jedoch bei den WT-Tieren aus. Zusatzlich kam es auch
zu einer Herzfrequenzsteigerung in den Working heart-Analysen der transgenen Tiere nach
Serotoningabe. Mit Hilfe eines 5-HT4-Rezeptorantagonisten (GR 125487) konnte der positive
chronotrope Effekt von Serotonin unterdriickt werden, so dass von einer 5-HT4a-Rezeptor-
gekoppelten Kaskade ausgegangen werden kann.

Die niedrigere Herzfrequenz der in vivo (Echokardiographieversuche) TG-Versuchstiere in
Bezug auf die Frequenz isolierter Herzen in vitro (working heart) kann von uns bis jetzt nicht
ausreichend geklart werden. Dabei ist zu beachten, dass Isofluran als Anasthetikum u.a.
eher die unerwinschte Wirkung hat Tachykardien auszulésen (Striebel et al. 2017). Die
Unterschiede zwischen working heart- und Echokardiographie-Versuchen kdonnten allerdings

auch durch die fehlende Gegenregulation des Gesamtorganismus in vitro zustande kommen.

5.4. Serotonin bedingte Arrhythmien

In den Working heart-Versuchen zeigten sich auffallig haufig Herzrhythmusstérungen bei den
transgenen Herzen unter basalen Bedingungen, d.h. ohne eine Serotoninapplikation (Gergs
et al. 2010). Das Serotonin nicht nur inotrop und lusitrop an den Kardiomyozyten wirkt
(Kaumann et al.1990; Sanders und Kaumann 1992; Brattelid et al. 2004a), sondern

zusatzlich Arrhythmien an Vorhoftrabekeln (Kaumann und Sanders 1994) und


https://de.wikipedia.org/wiki/Kation
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Kardiomyozyten (Sanders et al.1995) sowie an ventrikularen Trabekeln (Brattlid et al 2004)
ausldsen kann, ist seit langerem bekannt. Unter Verwendung des Prokinetikums Cisaprid,
ein Agonist am 5-HTs+—Rezeptor, ist die Verlangerung des QT-Intervalls im EKG bis hin zu
ventrikularen Arrhythmien, inklusive der geflirchteten Torsade de pointes Ereignisse
beschrieben worden (Meyer R. 2000). Katecholamine und Serotonin fliihren zu Arrhythmien
an atrialen Trabekeln durch eine diastolische Ca2+-Freisetzung in den humanen
Kardiomyozyten bei vorliegendem Sinusrhythmus (Christ et al 2013). Schon 1957 konnten
Hollander et al. zeigen, dass Serotonin Tachykardien auslésen kann und es wurden nach
Serotonin-Infusionen am Menschen Arrhythmien registriert. Experimentell wurde
nachgewiesen, dass sich bei der Anwendung von Serotonin eine gesteigerter
Offenwahrscheinlichkeit des L-Typ-Calciumkanals und arrhythmische Aktivitat an humanen
Myozyten des Vorhofs entwickelte (Pau et al. 2003). Es wird auRerdem angenommen, dass
es durch Aktivierung des I+-Stroms (= Schrittmacherkanal) zu Vorhofflimmern kommen kann
(Pino et al. 1998) und aufgrund einer Serotonin-induzierten Zunahme des zytosolischen
Kaliumstromes supraventrikulare Arrhythmien ausgelést werden (Rahme et al. 1999).
Bemerkenswert ist noch die erhdhte Inzidenz von supraventrikuldren Arrhythmien bei
Patienten mit B-Blocker Einnahme. Hierbei wird von einer spaten Nachdepolarisation
ausgegangen (Sanders et al.1995). Diese entsteht durch eine gesteigerte Phosphorylierung
von Phospholamban und der daraus resultierenden gesteigerten Caz+Konzentration im
sarkoplasmatischen Retikulum der Myokardzelle. Der erhéhte Caz+-Gradient kann nun
Arrhythmien hervorrufen. Diese gesteigerte Phosphorylierung von PLB konnten wir
imWestern blot bei den transgenen Tieren nach Serotoningabe durch den Nachweis von
phosphoryliertem Serin-16 und Threonin-17-PLB erbringen.

Keine dieser Hypothesen ist bis heute endgultig geklart und es bleibt weiterhin die Frage
offen, ob Serotonin priméar die Arrhythmien hervorruft oder ob durch freigesetztes Serotonin
aus geschadigten Thrombozyten die Arrhythmien aufrecht erhalten werden (Yususf et al.
2003). Zumindest bei Schweinen konnten mit Serotonin keine Arrhythmien ausgel6st
werden, da wahrscheinlich die Rezeptordichte zu niedrig war (Parker et al. 1995). Somit
erscheint das vorliegenden 5-HTs-Uberexprimierende Maus-Modell eine gute Moglichkeit, um
weitere Untersuchungen zum Mechanismus von Serotonin-verursachten Arrhythmien

durchzufihren.
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5.5. Ahnlichkeiten und Unterschiede zwischen Serotonin-Rezeptoren und

B — Adrenozeptoren

Biochemisch und funktionell haben die 5-HT4a-Rezeptoren und (1- sowie 32-Rezeptoren viele
Gemeinsamkeiten, bedingt durch ihre ahnliche evolutionare Entwicklung. Beide
Rezeptorarten bestehen aus sieben Transmembran-Domanen und verwenden das Gs-
Protein zur Entwicklung einer Signalkaskade. In Bezug auf die Kardiomyozyten bewirkt die
Aktivierung der beiden Rezeptor-Gruppen einen zytosolischen cAMP-Anstieg, der die
Proteinkinase A und im Anschluss u.a. den L-Typ-Calcium—Kanal aktiviert. Zusatzlich
bewirken beide Rezeptoren eine Phosphorylierung von Phospholamban an Serin-16 und
Threonin-17, die im Western Blot an den transgenen Versuchstieren nach Isoprenalingabe
sowie Serotoningabe nachgewiesen wurden. Sie wirken somit beide positiv chronotrop,
dromotrop, inotrop und lusitrop am Vorhof der transgenen Maus. Im Gegensatz zu den 5-HT4
—Rezeptor-tberexprimierenden Versuchstieren zeigten die B—Rezeptor-tUberexprimierenden
Mause eine histologisch gesicherte Fibrose, Herzmuskelhypertrophie sowie auffallig haufig
Herzfehler und eine verklrzte Lebenszeit (Engelhardt et al. 1999, 2001). Die Frage warum
es zu diesen deutlichen pathologischen Veranderung nur bei den B-Rezeptor-Versuchstieren
kommt, obwohl beide Rezeptoren die gleiche Signaltransduktion Gber cAMP nutzen, ist
weiterhin nicht hinreichend geklart. Jedoch ist es mdglich, dass die 5-HTs-transgenen
Versuchstiere lUiber GBy-Proteine direkt an L-Typ Caz+-Kanale und andere lonen-Kanale
koppeln (Cardenas et al., 1997; Bickmeyer et al., 2002; Pindon et al., 2002) und so deren
Offnungswahrscheinlichkeit erhdhen. Hinzu kommt eine deutlich geringere 5-HTaa-
Rezeptordichte im Vergleich zur B-Rezeptordichte im menschlichen Herzen (Kaumann et al.
1996) sowie zu einer 100mal kleineren serotoninabhangigen Signalubertragung durch
cAMP/PKA aufgrund eines wesentlich niedrigeren Serumspiegels von 5-HT im Vergleich zu
dem von Adrenalin (Christ et al. 2014).

5.6. Pathologische Herzmechanismen und ihre Verbindung zum 5-HT4a-Rezeptor

Bei Patienten mit einer Herzinsuffizienz konnte ein erhéhter Serotoninspiegel im Plasma
nachgewiesen werden (Nigmatullina et al. 2009, Selim et al. 2016). In der Untersuchung von
Nigmatullina zeigte sich, dass es durch die Steigerung der 5-HT-Plasma-Konzentration zu
einer Verstarkung des positiv inotropen und positiv chronotropen Effekts kam, was
zusammen eine Erhdhung des Herzzeitvolumens hervorrufen konnte. Weitere

Untersuchungen zeigten eine erhéhte Expression von 5-HT4a-Rezeptor-mRNA und eine
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gesteigerte positive Inotropie bei einer Herzinsuffizienz des Menschen (Brattelid et al. 2004b,
Bondel et al. 1997). Bemerkenswert war der zunehmende positiv inotrope Effekt durch 5-HT
bei steigender NYHA-Klasse im Vergleich zum [(-adrenergen Rezeptor, bei dem eine
Abnahme des positiv inotropen Effektes zu sehen war (Brattelid et al. 2004).

Seit langerem ist bekannt, dass [3-Blocker eine Mortalitat-senkende Wirkung haben und
somit einen hohen Stellenwert bei der Therapie der Herzinsuffizienz haben (Cohn, 1999). Da
Serotonin auf ahnliche Weise wirkt, wurde die Hypothese aufgestellt, dass durch einen 5-
HTsRezeptorantagonisten  die  Herzinsuffizienz ~ therapiert ~werden  kénnte. In
Tierexperimenten mit Ratten (Birkeland et al.2007) und bei Menschen konnte nach Gabe
eines Antagonisten die Symptomatik der Herzinsuffizienz durch Steigerung der
Ejektionsfraktion verbessert werden (Kjekshus et al. 2009).

Die Erkenntnisse dieser Arbeit sollen dazu beitragen, den Einfluss von 5-HT auf kardiale
Erkrankungen wie der chronischen Herzinsuffizienz oder Arrhythmien besser zu verstehen.

Dies kdnnte auch zur Entwicklung neuer Therapieansatze beitragen.
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6. Zusammenfassung

Die vorgestellte Dissertation dient der Charakterisierung eines neuen transgenen
Mausmodells. Dazu wurde der humane 5-HT4a-Rezeptor in Mausen, unter Kontrolle der a-
Isoform der schweren Kette des Myosins, herzspezifisch Uberexprimiert. Diese
Uberexpression flihrte zu keiner Veranderung der Lebenserwartung, der HerzgréRe und der
Herzleistung (Gergs et al., 2010). Die Echokardiografie- und Working heart—
Untersuchungen wurden im Vergleich mit transgenen Tieren (TG) und Wildtyptieren (WT)
durchgefuhrt. Hierbei zeigte sich wahrend der Echokardiografie kein Unterschied der basalen
Herzfrequenz zwischen beiden Genotypen. Anschliel3end konnte bei beiden Gruppen ein
Anstieg der Herzfrequenz durch Isoprenalin ausgelést werden. Jedoch nach Applikation von
Serotonin war ein positiv chronotroper Effekt nur an den transgenen Tieren in vivo
erkennbar. Auch kam es ausschlie3lich bei den transgenen Mausen nach Serotoningabe zu
einer Steigerung der Verkurzungsfraktion (FS) (positiv inotroper Effekt).

Die kardialen Einflisse von 5-HT auf die Tiere wurden in vitro mittels Working heart
untersucht. Dabei wurden Herzfrequenz, systolischer linksventrikularer Druck, sowie dp/dtmin
(Druckabfallgeschwindigkeit) und dp/dtmax (Druckanstiegsgeschwindigkeit) gemessen. Die
Herzen der TG-Mause zeigten unter basalen Bedingungen eine erhdhte Herzfrequenz im
Vergleich zu den Herzen der WT Mause (p < 0,05). Dies konnte in der Echokardiographie
nicht bestatig werden. Ein Serotonin-vermittelter Anstieg der Herzfrequenz sowie der
Kontraktionskraft der TG -Herzen im Vergleich zu den —-WT-Herzen liel3 die erfolgreiche
Uberexpression des 5-HTsa-Rezeptors vermuten. Bestatigt wurde dies auch die Hemmung
der Effekte von 5-HT mit dem spezifischen 5-HTs-Rezeptor-Antagonisten GR 125487.

Die vorgestellten Daten haben eindeutig die erfolgreiche Herstellung eines Tiermodells fir
die Untersuchung 5-HTs-Rezeptor-vermittelter Effekte am Saugerherzen gezeigt. Dieses
Tiermodell kann nun sowohl fur die grundsatzliche Untersuchung der Funktion von 5-HTs-
Rezeptoren im Herzen genutzt werden, als auch fir die Untersuchung kardialer Effekte von

Pharmaka, die Uber 5-HT4-Rezeptoren wirken.
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8. Anhang

Puffer und Lésungen Die verwendeten Chemikalien wurden in pro analysi-Qualitat oder im
bestmodglichen, kommerziell erhaltlichen Reinheitsgrad verwendet. Das fur Puffer und
Lésungen verwendete Wasser wurde als Reinstwasser aus einer

Wasseraufbereitungsanlage gewonnen.

8.1. Tierexperimentelle Versuche

Narkose bei Echokardiographie 1,5 Vol.-% Isofluran, Sauerstoff Fluss 1,5I/min
Isoprenalinkonzentration und Serotoninkonzentration 100yl Isoprenalin bzw. Serotonin
(Konzentration: 10 mM in physiologischer NaCl-Lésung); i.p. Applikation.

8.2. Biochemische Untersuchungen

8.2.1. Genotypisierung

TE/SDS Tris-HCI 50 mM
EDTA 100 mM
SDS 0,5%
pH 8,0
TE-Puffer Tris-HCI 10mM
EDTA 0,25mM
pH 8,0
Natriumacetat-Losung Natriumacetat 3 M
pH 6,0
DEPC-Wasser DEPC 0,1% (V/IV)

Uber Nacht rithren, dann autoklavieren

Agarosegel Agarose 1%
TAE-Puffer
Ethidiumbromid 0,01%
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TAE-Puffer Tris-Base 1,99 M
EDTA 59,5 mM
Eisessig 0,99 M

geldst in Aqua destillata
Ladepuffer TAE-Puffer 50%

Glycerol 50%
Bromphenolblau

8.2.2. Homogenisierung (Lysispuffer)

NaHCOs/SDS NaHCOs 10 mM
SDS 20%
pH 7.4

8.2.3. Quantitative Proteinbestimmung nach Lowry (Lowry et al.,1951)

Stamm A Na2C032% in NaOH 0,1
Stamm B K+-Na+Tartrat 1%
Stamm C CuS040,5%

Lésung D Stamm A 99%

Stamm B 0,5%
Stamm C 0,5%
Lésung E Folin-Ciocalteus (1:2)

Proteinstandard 1mg Rinderserum-Albumin/1 ml Aqua destillata

Der Proteinstandard wurde vor Gebrauch 1:100 verdiinnt.



8.2.4. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot

Probenpuffer

Tris-Base
SDS
Glycerol

0,125 M
4%
20%

Bromphenolblau 0,002%

pH

6,8

Die Proben wurden entsprechend ihres spezifischen Proteingehaltes und der gewiinschten

Endkonzentration, mit Probenpuffer und NaHCQOs/SDS aufgearbeitet.

Trenngel 10%

Sammelgel 4%

Porziopuffer (2x)

Sammelgelpuffer (4x)

Porziopuffer
Acrylamid 30%
Glycerol

H20

TEMED

APS

47,39%
31,6%
7,9%
12,64%
0,08%
0,38%

Sammelgelpuffer 24,73%

Acrylamid 30%
H20

TEMED

APS

Tris-Base
Glycin

EDTA

SDS

Glycin
Polyacrylamid
pH

Tris-Base
SDS
pH

13,16%
61,05%
0,06%
1%

0,2M
0,6 M
0,12 mM
0,2%
10%
0,4%
8,8

0,5M
0,4%
8

62



APS (10%)

Ammoniumpersulfat

Elektrophoresepuffer Tris-Base
(10x) Glycin
SDS
pH

geldst in Aqua destillata

0,4M
1,2M
0,4%
8,8

geldst in 11 Aqua destillata

Der Elektrophoresepuffer wurde in einer 1:10 Verdlinnung verwendet.

NazHPO4
NaH2PO4
pH

Transferpuffer

40 mM
7,9 mM
8

geldst in 81 Aqua destillata

Ponceau-Rot Ponceau S

0,2%

Trichloressigsaure 2%

8.2.5. Immunologischer Nachweis von SR-Proteinen

TBST Tris-Base
NaCl

Tween 20
pH

10 mM
150 mM
0,1% (V/V)
74

Milchpulver-Blockierungspuffer: Magermilchpulver (5% W/V) in TBST geldst

BSA-Blockierungspuffer: Rinderserum-Albumin (2% W/V) in TBST gel6st

AP-Puffer Triethanolamin
NaCl
MgCl2

pH

100 mM
100 mM
5mM
9,4
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NBT NBT

50 mg/ml

In Dimethylformamid

BCIP Toluidin-Salz

50 mg/mi

In Dimethylformamid

8.3. Primer, PCR-Programm und Antikorper

Primer

Forward MHC-SEQ-P1, biomers.net GmbH, Ulm
ACC CTT ACC CCA CAT AGACC

Reverse 5HT-SEQ-P1R, biomers.net GmbH, Ulm
AAA CAC CTC CCC ATA AAT CC

PCR-Programm
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Denaturierung 94°C 2 min 1 Zyklus
Denaturierung 94°C 45 s

Annealing 56°C 15s 30 Zyklen
Elongation 72°C 30s

Elongation 72°C 10 min 1 Zyklus

Antikbrper

Anti-Ser16-PLB; Badrilla, Leeds, UK
Anti-Thr17-PLB; Badrilla, Leeds, UK

Anti-CSQ; freundlicherweise von L.R. Jones zur Verfliigung gestellt, Kranert

Institute of Cardiology, Indianapolis, IN, USA
4. Anti-rabbit-IgG; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

8.4  Substanzen

Agarose, Typ SeaKem
Ammoniumpersulfat (APS)
Acrylamid 30%: Rotiphorese Gel 30

L (+) —Ascorbinsaure

FMC bioproducts, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt



5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP)
Bromphenolblau

CaClzx 2H20
Carbaminsaure-Ethylesther (Urethan)
Chloroform
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
dNTP

Essigsaure 100%

Ethanol 100%
Ethidiumbromid

GR 125487

Glucose

Glycerol

Glycin

Isoamylalkohol

Isoprenalin

KCI

MgCl2 x 6H20

Milchpulver

Natriumacetat

NaCl

Na2-EDTA

NaHCOs

NaH2PO4 x H20
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Nitro-Blau-Tetrazolium (NBT)
N,N-Dimethylformamid

N, N, N’, N’-Tetramethyl-ethylendiamin (TEMED)

Phenol

Polyacrylamid
Ponceau S-Lésung
Proteinase K
Reserpin
Rinderserumalbumin
Serotonin

10x Standard-Buffer
Tag-DNA-Polymerase

MBI Fermentas, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
C. Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
MBI fermentas, Heidelberg
(Eisessig) Merck, Darmstadt
C. Roth GmbH, Karlsruhe
Fluka Chemie GmbH
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

C. Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

TSI GmbH, Zeven

C. Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

C. Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

MBI Fermentas, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Serva, Heidelberg

C. Roth GmbH, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
15mM MgCl2; Ampligon
Ampligon
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Trichloressigsaure

Triethanolamin

Tris-HCI

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris-Base)

Tween 20
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Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

C. Roth GmbH, Karlsruhe
Fluka AG, Buch

Merck, Darmstadt
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8.5. 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
Alphalmager HP Geldokumentation; Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf
Waage Typ AT61 DeltaRange; Mettler Instruments GmbH, Gielsen Mikro-
Dismembrator S Typ 8531609; Sartorius Stedim Biotech GmbH, Géttingen
Ultraschallhomogenisator Typ UW 2070; Bandelin, Berlin
Nitrocellulosemembran Typ Amersham Hybond-N-; GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg
Hoefer SE 600 Gelkammer, HSI, San Francisco, Kalifornien, USA

Trans-Blot Cell, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Powerlab-System; ADInstruments, Spechbach

Chart 5 Software; ADInstruments, Spechbach

Prism 5; GraphPad Software, San Diego, CA
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Thesen

Es konnte ein transgenes Maus-Modell mit kardialer Uberexpression von humanen

Serotonin-Rezeptoren vom Typ 4a entwickelt werden.

Die in das Genom integrierte cDNA-Sequenz fur den 5-HT4a-Rezeptor konnte mittels

PCR in den transgenen Tieren nachgewiesen werden.

Serotonin bewirkt einen positiv inotropen Effekt am transgenen Tiermodell.

Serotonin bewirkt einen positiv chronotropen Effekt am transgenen Tiermodell.

Es wurden spontane Arrhythmien an linken Vorhofen der transgenen Tiere
beobachtet.

Die Wildtyp-Herzen zeigten keine Reaktion auf Serotnin.

Auf Proteinebene bewirkte Serotonin eine Phosphorylierung von Phospholamban an

Serin16 und Threonin17 in rechten und linken Vorhéfen von transgenen Tieren.

Die Ergebnisse weisen auf eine funktionelle Expression des humanen Serotonin-
Rezeptors vom Typ 4a hin und somit auf die erfolgreiche Etablierung eines

Tiermodells zur Untersuchung kardialer Serotonineffekte.
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