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Referat
Histamin ist ein im Kdrper ubiquitar vorkommendes biogenes Amin, auch mit kardialer Relevanz.

Es vermittelt seine Wirkungen uber die Histaminrezeptoren Hi-Ha. Speziell flir den Histamin-Ha-
Rezeptor ist bekannt, daB er auch eine wichtige Rolle bei der Genese kardialer Arrhythmien spielt.
Um die Funktion des Histamin-H2-Rezeptors im Herzen besser beurteilen zu kénnen, wurde ein
transgenes Mausmodell untersucht mit kardialer Uberexpression des humanen Histamin-Ho-
Rezeptors (transgene Tiere = TG). Es wurden transgene Mause mit Geschwistertieren, und zwar
Wildtypmdusen (WT), bei welchen ein kardialer Histamin-Hz-Rezeptor funktionell nicht
nachweisbar ist, verglichen. In dieser Arbeit wurden Versuche mit isoliert perfundierten Herzen
nach Langendorff durchgefiihrt, auBerdem folgten biochemische Untersuchungen des
Herzgewebes. Unter basalen Bedingungen unterschieden sich die transgenen Herzen von den
Wildtypherzen durch eine geringere Kraftentwicklung, gesteigerte Herzfrequenz, verkirzte
Anspannung- und  Erschlaffungszeit, sowie eine  hohere  Kontraktions-  und
Relaxationsgeschwindigkeit. Unter Zugabe von Isoprenalin steigerte sich an transgenen Herzen
die Kontraktionskraft, die Herzfrequenz und die Kontraktions- bzw. Relaxationsgeschwindigkeit.
Unter Histaminperfusion waren die Kontraktionskraft, sowie Kontraktions- und
Relaxationsgeschwindigkeit verdndert. Der inverse Histamin-Hz-Rezeptor-Agonist Cimetidin
blockierte den positiv inotropen Histamineffekt und senkte zusétzlich die basal hohe
Schlagfrequenz der transgenen Herzen, aulRerdem kam es unter dessen EinfluR zu einer
Verléngerung der Anspannungszeit. In einer weiteren Versuchsreihe wurden die Herzen beider
Gruppen einer 20-mindtigen Ischdmie durch Abschalten der Perfusion ausgesetzt und
anschlieBend reperfundiert. Diese Ischdmiedauer filhrte nicht zu einer Verdnderung der
herzmechanischen Werte, aber sie fiihrte bei den transgenen Herzen zu anhaltenden
Reperfusionsarrhythmien, nicht jedoch bei den Wildtypen. Weiterhin konnte im Western Blot
gezeigt werden, daB es bei Histamin-H2-Rezeptor-transgenen Tieren unter Histamineinfluf? zu
einer Phosphorylierung des Phospholambans an Serin-16 und Threonin-17 kam, ebenso Inhibitor
1 und der PP1. Damit hat der Histamin-Hz-Rezeptor ahnlich positive Effekte auf die Inotropie,
wie eine Aktivierung von p-Adrenorezeptoren. Diese Ergebnisse lassen den SchluB zu, dal der
Histamin-H2-Rezeptor einen EinfluR auf die basale Herzfunktion haben kann. AuBerdem kénnte
der Histamin-Hz-Rezeptor ein therapeutisches Potenzial bei der Behandlung kardialer

Erkrankungen haben.
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1. Einleitung
Histamin ist ein biogenes Amin, welches im Korper aus der Aminosaure L-Histidin durch das

Enzym Histidin-Decarboxylase (HDC) synthetisiert wird (Watanabe et al. 1991). Abgesehen
davon kann es auch als sogenanntes exogenes Histamin durch die Nahrung aufgenommen
werden. So kommt Histamin zum Beispiel in manchen Obst- oder Gemiisesorten, in grof3eren
Mengen aber von allem in langer herangereiften Nahrungsmitteln vor (Bodmer et al. 1999; Halsz
et al. 1994). Exogenes Histamin spielt eine wichtige Rolle bei der Histamin-Intoleranz (Maintz
und Novak 2007). Erstmals 1907 synthetisch hergestellt (Windhaus A and Voigt W 1907), wurde
das Vorkommen von Histamin im Kérper im Jahr 1910 nachgewiesen, ebenso seine mdglichen
Eigenschaften als Transmitter und seine Wirkung auf die glatte Muskulatur (Dale und Laidlaw
1910). Der Begriff Histamin, dessen chemisch exakte Bezeichnung eigentlich 2-(1H-Imidazol-4-
yl)ethanamin) lautet, wird vom griechischen Wort histos abgeleitet und bedeutet Gewebe. Das
Histamin hat viele Aufgaben im menschlichen Organismus, beispielsweise die Beteiligung im
allergischen und immunologischen Geschehen (Akdis und Simons 2006; White 1990). Auch
werden im Magen-Darm-Trakt (Coruzzi 2012) und im zentralen Nervensystem (ZNS) (Almeida
et al. 2015; Watanabe und Yanai 2001), am Geféalsystem (Best et al. 1927), sowie in der
Héamatopoese, Embryonalentwicklung, Zellproliferation und Entwicklung -und damit auch bei
der Wundheilung- viele verschiedene Prozesse tiber Histamin vermittelt (Jutel et al. 2009). Diese
Arbeit befasst sich besonders mit der Wirkung von Histamin am Herzen.

Es gibt zwei quantitativ bedeutende Abbaumechanismen fiir Histamin (Abb. 1), die dem Kérper
zur Verfligung stehen: Zum einen zu N-Methylhistamin tiber die Histamin-N-Methyltransferase
(HNMT), ihr Vorkommen wurde im Schwein in allen untersuchten Geweben bestétigt, jedoch
nicht im Blutplasma (Klocker et al. 2005). Zum anderen mit Hilfe der unspezifischen
Diaminooxidase (DAO) zu Imidazol-4-yl-acetylaldehyd (Maslinski und Fogel 1991),
vorkommend nur in der Peripherie, nicht im ZNS (Y oshikawa et al. 2013). DAO ist fiir den Abbau
uber die Nahrung zugefuhrten Histamins besonders wichtig (Sattler et al. 1988) und spielt daher
auch eine Rolle bei der Histamin-Intoleranz. Symptome kdnnen bei Personen auftreten, die eine
verminderte endogene DAO-AKktivitat besitzen (Maintz et al. 2006).

N o
H,C uN\;‘?/\/NHE HNMT <’ mH — D0, HNm
2

N--Methylhistamin HN Imidazol-4-yl-acetaldehyd

Histamin

Abbildung 1: Metabolismus des Histamins
Histamin wird Ober die HNMT zu N-Methylhistamin und tber die DAO zu Imidazol-4-yl-
acetylaldehyd abgebaut.



1.1. VVorkommen von Histamin am Herzen

Im menschlichen Korper liegt der Grof3teil des Histamins in Mastzellen und basophilen Zellen
vor (Jutel et al. 2009), auch das am Herzen wirksame Histamin kommt wahrscheinlich teilweise
aus Mastzellen (He et al. 2012). Explantierte menschliche Herzventrikel enthalten 5 pg/g
Histamin, welches wohl zum Teil aus Mastzellen stammt (Patella et al. 1995). Im menschlichen
Papillarmuskel wurden Konzentrationen von 707 + 100 ng/g Histamin gemessen (Eckel et al.
1982). Von allen Tieren, die Ublicherweise als Versuchstiere im Labor verwendet werden, enthalt
das Herz der Maus wohl am wenigsten Histamin, wahrscheinlich da die Maus auch kaum tber
Mastzellen verfiigt (Wolff und Levi 1986). Sowohl fiir Maus als auch Mensch gilt, dass am
meisten Histamin im Vorhof gefunden wurde, davon 30% mehr im rechten als im linken. Dieser
Umstand kdénnte durch die hoheren Dichte kardialer Ganglien im rechten Vorhof bedingt sein
(Wolff und Levi 1986). Histamin wird in der Regel sekretorisch Caz+-vermittelt freigesetzt, kann
aber auch durch Zytolyse die Mastzelle verlassen (Rangachari 1992). Die Freisetzung von
Histamin aus der Mastzelle wird tiber den Histamin-H2-Rezeptor mittels CAMP durch negative
Ruckkopplung inhibiert (Weston und Peachell 1998). Ein wichtiger Histaminliberator fir die
Mastzelle ist neben Anaphylaxie, Medikamenten, Nahrungsmitteln und Druck auch die Hypoxie
(Maintz et al. 2006). Sauerstoffmangel und Histaminfreisetzung beeinflussen sich wohl bei der
Entstehung von Arrhythmien gegenseitig. Es gibt jedoch auch mehrere Ergebnisse, die
daflrsprechen, daR Histamin am Herzen nicht nur aus Mastzellen stammt. Schon 1999 zeigten
Singh und Kollegen (Singh et al. 1999), daf? Histamin in sympathischen Nervenendigungen am
menschlichen Herzen vorkommt. In einer Studie, die isolierte Herzen von Mastzell-defizienten
Knockout-Méausen und von Wildtyp-Tieren einer Ischdmie unterschiedlicher Dauer unterzogen,
setzten Knockout-Herzen nach 10 Minuten Ischdmiedauer genauso viel, nach 20 oder 30 Minuten
weniger Histamin und Noradrenalin frei als Wildtypen. Allerdings war trotzdem noch Histamin
meRbar, was die Hypothese untermauerte, Histamin komme nicht nur aus Mastzellen. Es wurde
vermutet, daR sympathische Nervenendigungen in den Mausherzen der Ursprung sein kénnten.
(He et al. 2012). Ebenfalls korrelierte der postsynaptische Histamineffekt mit der
Aktionspotenzial-Frequenz sympathischer Neurone (He et al. 2008). Dieser Effekt funktioniert
aber offenbar nur bei einem physiologischen Noradrenalingehalt. Die chemisch-sympathische
Denervierung mittels 6-Hydroxydopamin senkte nicht nur die Noradrenalinkonzentration,
sondern auch die Histaminfreisetzung durch Frequenzerhéhung, was die Hypothese zuldsst,

Histamin sei ein sympathischer Ko-Transmitter (He et al. 2012).

1.2. Kardiale Histaminrezeptoren
Aktuell sind vier Histaminrezeptoren bekannt, Hi-Ha. Folkow vermutete 1948 als Erster, dal die
Histaminwirkung Gber mehr als einen Rezeptor vermittelt wird. Dies wurde spéter bestatigt und

die Histamin-Rezeptoren Hi und H2 wurden entdeckt (Owen 1977), die auch heute als die
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Wichtigsten fur die kardiale Histaminfunktion angesehen werden. Der Histamin-Hi-Rezeptor
wurde durch Ash und Schild 1966 erstmals beschrieben (Ash und Schild 1966). Black erhielt fur
die endgultige Entdeckung des Histamin-H2-Rezeptors und des Histaminantagonisten Cimetidin
im Jahr 1972 den Nobelpreis fur Medizin und Physiologie (Black et al. 1972). Die Verteilung der
beiden Rezeptoren ist speziesabhdngig. Der 487 Aminosduren (AS) lange Histamin-Hi-Rezeptor
(Jutel et al. 2009) findet sich im Meerschweinchenherz mehr im Vorhof als im Ventrikel, im
Kaninchenherz verhalt es sich genau umgekehrt. Bei der Ratte sind die Konzentrationen ahnlich.
Beim Menschen wurden im Ventrikel mehr Histamin-Hi-Rezeptoren gefunden als im Vorhof,
aber insgesamt deutlich weniger als bei den anderen Spezies (Matsuda et al. 2004). Histamin-Ha-
Rezeptoren, 538 Aminosduren lang (Kobayashi et al. 1996), gibt es jedoch im
Meerschweinchenventrikel mehr als in seinem Vorhof, beim Kaninchen ist es hier wieder
andersrum. In der Ratte ist der Konzentrationsunterschied wieder dhnlich, im humanen Herzen
gibt es etwas mehr Histamin-Hz-Rezeptoren im Vorhof, insgesamt im Herzen deutlich mehr als
Histamin-Hi-Rezeptoren (Matsuda et al. 2004). Die Histamin-H2-Rezeptor-Expression ist
aullerdem altersabhangig. Im Meerschweinchen gab es Unterschiede zwischen neugeborenen und
erwachsenen Tieren im VVorhof (Agata et al. 2010). Die mRNA-Expression von Histamin-H1- und
H2-Rezeptoren ist im gesamten Herzen der Maus, also Vorhof und Ventrikel, nachgewiesen
worden, wobei das Vorhandensein des Histamin-Hz2-Rezeptors stark an  die
Histaminkonzentration im Korper, also endogenes und exogenes Histamin, gebunden war
(Fitzsimons et al. 2001). Im isolierten M&usevorhof sind jedoch nur Histamin-H2-Rezeptoren
und keine Histamin-Hi-Rezeptoren nachgewiesen worden (Goren et al. 1994). Diese Ergebnisse
lassen die Vermutung zu, Histamin-Hi-Rezeptoren seien nur im Ventrikel exprimiert,
wohingegen der Histamin-Hz-Rezeptor auch in Vorhof und Ventrikel vorhanden sein kann. Die
beiden anderen Rezeptoren, der Histamin-Hs-Rezeptor und Histamin-Has-Rezeptor, spielen im
erweiterten Sinne auch eine Kkardioprotektive Rolle am Herzen. Beide, Uber Gi/o-Protein-
Kopplung wirkend (Jutel et al. 2009), hemmen die Ausschittung von Noradrenalin an
sympathischen Nervenendigungen (Levi und Smith 2000), welche eine wichtige Ursache von
Arrhythmien bei Ischdamie darstellt (Du und Dart 1993). Histamin-H4-Rezeptoren auf kardialen
Mastzellen verhindern zusétzlich die Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems

und tragen damit zur Verringerung von postischdmischen Arrhythmien bei (Aldi et al. 2014).

1.3. Wirkung des Histamin-H:- und Hz-Rezeptors am Herzen und herznaher Gefalie

Sehr gut untersucht ist die sympathische Innervation des Herzens. Prinzipiell gibt es hierfiir
verschiedene Parameter, die durch adrenerge Innervation beeinflusst werden koénnen: Die
Chronotropie beschreibt die Schlagfrequenz am Sinusknoten, bei der Inotropie handelt es sich um
die Kontraktionskraft und mit der Dromotropie ist die Uberleitungsgeschwindigkeit der

Aktionspotenziale am AV-Knoten und in den Purkinjefasern gemeint. Des Weiteren gibt es noch
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mit der Lusitropie die Mdglichkeit, EinfluB auf die Relaxationsgeschwindigkeit nach einer
Kontraktion zu nehmen. Eine weitere Mdoglichkeit der Einflussnahme besteht in der
Bathmotropie, die Wiedererregbarkeit des Herzmuskelgewebes (laizzo 2005). Der positiv
chronotrope Effekt des Noradrenalins basiert nach einigen Autoren auf einer direkten cAMP-
vermittelten Erhéhung der Offenwahrscheinlichkeit der HCN-Kanéle des Herzens (Zipes et al.
2018). Dadurch wird das Schwellenpotenzial zur Auslésung eines Aktionspotenzials am
Sinusknoten schneller erreicht und die Herzfrequenz nimmt zu (laizzo 2005). Die Steuerung der
Inotropie und Lusitropie durch adrenerge Innervation wird ebenfalls ber cAMP reguliert,
allerdings via Aktivierung der Proteinkinase A gefolgt von Phosphorylierungen regulatorischer
Proteine: Die Offenwahrscheinlichkeit der L-Typ-Caz+-Kandle (LTCC) wird erhoht, ebenso die
Calcium-Wiederaufnahme durch Phospholamban-Phosphorylierung und die Aktivitdt von
Troponin | (Tnl). Dadurch wird die Kontraktionskraft gesteigert und die Relaxation beschleunigt.
(laizzo 2005). Doch wie entfaltet Histamin seine kardialen Effekte? Es wird aktuell davon
ausgegangen, dal? die Aktivierungswege simultan zu denen des Noradrenalins laufen (siehe 1.1.).
Die Wirkung der Histaminrezeptoren am Herzen ist, ebenso wie ihre Verteilung im kardialen
Gewebe, abhéngig von der Spezies. Die Arbeitsgruppe um Ginsburg stellte 1980 (Ginsburg et al.
1980) einen positiv inotropen Histamineffekt in beiden Vorhéfen und Ventrikeln am Menschen
fest, welcher mit dem Histamin-Hz-Antagonisten Cimetidin, nicht aber mit Histamin-Hi-
Antagonisten hemmbar war und damit wahrscheinlich am menschlichen Herz (iber den Histamin-
H2-Rezeptor vermittelt wird. Ebenfalls bewirkte Histamin-Hi-vermittelt einen negativ
dromotropen Effekt am AV-Knoten des Menschen. Ergénzend dazu steht die Studie von
Genovese und Kollegen (Genovese et al. 1988), hier wirkte Histamin Uber den Histamin-Ha-
Rezeptor am Vorhof negativ chronotrop und inotrop, wohingegen der Histamin-Hz-Rezeptor die
Frequenz und die Kontraktionskraft steigerte. An Papillarmuskeln des Menschen wurde durch
Histamin ein zeit- und konzentrationsabhangiger positiv inotroper Effekt festgestellt (Thoren et
al. 2011). Dieser war Gs-Protein vermittelt (Jutel et al. 2009) und cAMP gekoppelt (Johnson et
al. 1979). Im Meerschweinchen vermittelte der Histamin-Hz-Rezeptor einen positiv chronotropen
Effekt im rechten Vorhof und wirkte positiv inotrop tber cAMP im Ventrikel (Reinhardt et al.
1977). Der Histamin-Hi-Rezeptor hingegen wirkte positiv inotrop am linken Vorhof (Capurro
und Levi 1973; Goren et al. 1994). Da die Maus geringere Histaminvorkommen und weniger
Histamin-Rezeptoren besitzt als andere Histamin-Versuchstiere, ist die Wirkung des Histamins
hier auch weniger untersucht. Uber den Histamin-Hi-Rezeptor vermittelt Histamin eine
Vasokonstriktion an der Aorta von Kaninchen, Ratte und Meerschweinchen (van de Voorde und
Leusen 1984). AuBerdem bewirkt eine Histamin-Hi-Aktivierung beim Menschen eine
Vasokonstriktion der Koronargefél3e, wohingegen der Histamin-H2-Rezeptor zur Vasodilatation
dieser GefaRe fihrt (Ginsburg et al. 1980).



1.4. Signaltransduktion des Histamin-Hz-Rezeptors

Der Steigerung der Herzfrequenz und der Kontraktionskraft liegt eine Histamin-Hz-Rezeptor-Gs-
Proteinkopplung zugrunde, welche tber die Adenylatcyclase und einer Erhéhung des cAMP-
Gehalts zur Aktivierung der Proteinkinase A, kurz PKA, flhrt (siehe Abb. 2). Diese
phosphoryliert diverse Zielproteine, deren Wirkung dadurch verstérkt oder vermindert werden
(Wellner-Kienitz et al. 2013; Zhang et al. 2018). Die Kopplung an die Adenylatcyclase wurde in
verschiedenen Spezies wie Mensch, Katze und Meerschweinchen (Klein und Levey 1971), aber
auch in unterschiedlichen Geweben, zum Beispiel in Gehirn, Magen und Herzgewebe bestatigt
(Hill etal. 1997). Die halomaximale Konzentration von Histamin, die im Meerschweinchen einen
CAMP-Anstieg auslost, war &hnlich der des Noradrenalins (Klein und Levey 1971), an
menschlichen B-Adrenorezeptoren war Noradrenalin allerdings potenter (Eckel et al. 1982). Eine
Theorie zum Zustandekommen des positiv chronotropen Effekts besagt, dass diese an der
Membran von Sinusknotenmyozyten im rechten Herzvorhof durch eine cAMP-Bindung an HCN-
Kanélen (engl.: hyperpolarisation activated, cyclic nucleotide gated) und durch
Phosphorylierung der spannungsabhangigen LTCC entstehe. Damit kann die Schwelle zur
Ausldsung eines Aktionspotenzials schneller erreicht werden und die Frequenz nimmt zu (Gekle
et al. 2010). Analog konnte es sich mit Histamin tber den Histamin-Hz-Rezeptor verhalten. In
Vorhof- und Ventrikelmyozyten kommt es zu einer Zunahme der Inotropie Uber die PKA und die
Phosphorylierung von LTCC. Dadurch wird das Aktionspotenzial verldngert, was wiederum
einen starkeren Ausstrom von Calcium aus dem sarkoplasmatischen Retikulum ermdglicht,
welcher Gber den Ryanodinrezeptor (RyR) erfolgt. Damit kann die Konzentrationskraft steigen,
sowohl durch Histamin als auch durch Noradrenalin (Eckel et al. 1982; Gekle et al. 2010;
Wellner-Kienitz et al. 2013). Neuere Studien erganzen diese, von der Sinusmyozytenmembran
ausgehenden, Vorgange durch ein System direkt am sarkoplasmatischen Retikulum. Dort soll ein
eigenstandiger, rhythmischer Caz+-Ausstrom stattfinden, welcher oben beschriebene VVorgange
erganzt (Maltsev und Lakatta 2008). Noradrenalin bewirkt auBerdem, ebenfalls Uber die PKA,
eine Phosphorylierung des Phospholambans (PLB), was dessen Hemmung der SERCA, die Caz+
wieder zuriick in das sarkoplasmatische Retikulum pumpt, verringert und die Relaxation des
Myokards beschleunigt, also positiv lusitrop und inotrop wirkt (Gekle et al. 2010; MacLennan
und Kranias 2003). PLB wird unter Noradrenalin-Einfluss an der Aminosaure Serin-16 (SER16)
durch die PKA und bei Threonin-17 (THR17) durch die Calcium-Calmodulin abh&ngige
Proteinkinase Caz+/CaM-K phosphoryliert (MacLennan und Kranias 2003), wobei in Versuchen
mit SER16- bzw. THR17-Knockout-Mé&usen gezeigt wurde, dall die SER16-Phosphorylierung
eine deutlich wichtigere Rolle spielt (Chu et al. 2000). Die Regulation der Phosphorylierung ist
von einem Gleichgewicht der Proteinkinasen und Phosphatasen abhéngig. Die Serin-Threonin

abhéngige Phosphatase 1 (PP1) ist fur die Umkehr vieler von der Proteinkinase A vermittelten



Reaktionen am Herzen verantwortlich. Die regulatorischen Proteine Inhibitor 1 und Inhibitor 2
kontrollieren wiederum die Aktivitat der PP1 (Vafiadaki et al. 2013).
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Abbildung 2: Signaltransduktion des Histamin-H2-Rezeptors
Histamin bindet an den Histamin-Hz-Rezeptor und Noradrenalin/lsoprenalin an den pB-

Adrenorezeptor (B-AR). Noradrenalin aktiviert ein Gs-Protein, wodurch mittels cAMP die
Proteinkinase A (PKA) in ihrer Aktivitat gesteigert wird. Diese wiederum phosphoryliert in der
Zelle diverse Zielproteine. Dazu gehért das Phospholamban (PLB), dessen hemmende Wirkung
auf die Caz+-ATP-ase des sarkoplasmatischen Retikulums (SERCA) dadurch beendet wird und
die Caz+-Aufnahme in das SR beschleunigt. Die Protein-Phosphatase-1 (PP1) ist fur die Umkehr
dieser Reaktion zustandig. Sie wird durch den Inhibitor 1 (I11), welcher ebenfalls durch die PKA
aktiviert wird, gehemmt. Beide Zielproteine der PKA, PLB und I1, tragen zur positiv inotropen
und positiv lusitropen Wirkung bei. Auch Histamin ist an ein Gs-Protein gekoppelt und nimmt
wahrscheinlich zum Teil die gleichen Signalwege.

Kardiale Histamin-H2-Rezeptoren kdnnen allerdings auch an das G-Protein Gq gekoppelt sein,
wie 2013 von Wellner-Kienitz und Kollegen zum ersten Mal gezeigt werden konnte (Wellner-
Kienitz et al. 2013). In Parietalzellen des Magens wurde dieser Gg-Signalweg schon deutlich
friher gefunden (Hill et al. 1997). Wo der Gs-Signalweg Uber cAMP und PKA LTCC
phosphoryliert, aktiviert Gq Gber IPs und PLC die Calciumfreisetzung aus intrazelluldren
Speichern (Wellner-Kienitz et al. 2013). Wichtig zu erwahnen ist auBerdem, da G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren im Allgemeinen eine aktivierte und eine inaktivierte Form besitzen,
welche sich durch eine unterschiedliche Rezeptorkonformation unterscheiden. Einige dieser
Rezeptoren, unter anderem auch die Histaminrezeptoren, besitzen deshalb eine Basalaktivitat.
Das heil’t sie kdnnen spontan, ohne Bindung eines Agonisten, ihre Konformation &ndern und so
ein G-Protein aktivieren (Khilnani und Khilnani 2011).



1.5. Ischamie und Reperfusion

Grundsétzlich lautet die Definition von Ischdamie, daB der Sauerstoffbedarf des Gewebes groRer
ist als seine Versorgung. Auf den Verschluss eines GefaRes bezogen unterscheidet man dabei eine
kurzzeitige, eine unvolistandige und eine dauerhafte Ischdmie (laizzo 2005). Auch wenn die
Wiederversorgung mit Sauerstoff nach einer ischdmischen Phase eine lebensnotwendige
MafRnahme darstellt, kann es durch die Reperfusion zu Schaden am Myokard kommen, verursacht
durch das sogenannte Reperfusions-Paradoxon. Bei Reperfusion wird durch die
membranstdndigen Caz+-Kandle die intrazelluldre Calciumverfiigbarkeit in kurzer Zeit stark
erhoht. Eine Wiederaufnahme der Kontraktion unter hohen Calciumspiegeln kann im Herz zu
verstarkter Kontraktilitdt und intrazellularen Odemen fiihren. Letztlich kann die Zellmembran
reilen und Zellen sterben ab. Die Verletzung des Myokards durch Reperfusion sollte von der
durch Ischamie getrennt gesehen werden, wobei in Experimenten mit Ischdmie und Reperfusion
die Ubergénge oft flieBend sind (Ferreira 2010; laizzo 2005). Ein kurzzeitiger GefaRverschluss
kann entweder gar keine Auswirkungen auf das Herz haben, oder es nach Reperfusion wie betaubt
(stunned myocardium) wirken lassen (Bolli und Marban 1999). Es zeigt sich eine kurzzeitige
kontraktile Dysfunktion, aber das Herz erholt sich vollstdndig. Ursache einer kurzzeitigen
Okklusion kdnnte zum Beispiel ein schwerer Spasmus sein (Kloner and Jennings 2001a). Auf
molekularer Ebene konnten freie Radikale, ein kurzzeitiger Calciumiiberschuss oder eine
verminderte Reaktionsfahigkeit der Myofilamente die geschwéchte Herzfunktion provozieren
(Bolli und Marban 1999). Verdnderungen in den Myofilamenten sind von spdteren
Untersuchungen unwahrscheinlicher eingestuft wurden, als oxidative Schaden (Kaplan et al.
2002). Andere Daten von menschlichem Gewebe sehen Anderungen der Myofilamente,
besonders Proteolyse des Troponin I, durchaus als relevant an (McDonough et al. 2001). Ein
weiterer Zustand relativer Ischdmie ist das Hibernation Myocardium, des Myokards im
Winterschlaf. Hibernation ist auch eine reversible kardiale Dysfunktion im Sinne einer
verminderten Kontraktilitdt und unterscheidet sich vom Stunning vor allem dadurch, daR
Hibernation nicht mit einer verminderten Koronargefa3-Durchblutung einhergeht. Man geht
davon aus, daf3 eine vortibergehende Senkung des Sauerstoffbedarfs des Gewebes, um die relative
Ischdmie zu Uberstehen, die Ursache fir das dysfunktionelle Myokard sein kdnnte (Kloner and
Jennings 2001b; Zipes et al. 2018).

Murry et al. entdeckten 1986 erstmals, dal? eine sogenannte Ischamische Prakonditionierung, also
kurze ischamische Phasen vor einer langen Ischdmie, einen kardioprotektiven Einflull bezogen
auf die postischamische Infarktgrofie haben kénnten (Kloner and Jennings 2001b; Lawson et al.
1993; Murry et al. 1986). Wie genau ischdmische Prakonditionierung von klinischem Nutzen

wére, ist allerdings noch nicht vollstandig geklart (Williams et al. 2015).



1.6. Histamin und kardiale Arrhythmien

Schon relativ friih wusste man, daR die kardiale Histaminkonzentration in Abwesenheit von
Sauerstoff, beziehungsweise bei Sauerstoffunterversorgung, anstieg. Folglich erhéht eine
Ischéamie die Histaminkonzentration (Anrep et al. 1936). Cameron und Kollegen (Cameron et al.
1985) zeigten in einer Untersuchung mittels EKG (Elektrokardiogramm) an ischdmisch infarkt-
geschadigten und nicht geschéadigten linken Ventrikeln des Meerschweinchens in vitro, daf
Histamin in beiden Situationen die Schrittmachertatigkeit der Purkinjefasern steigerte, sowie
Rhythmusstérungen, vorzeitige Depolarisationen und Spontandepolarisationen verursachte. Der
Schwellenwert war allerdings in infarktgeschadigten Herzen niedriger, das hei3t ein
vorausgegangener ischdmischer Schaden machte das Myokard anfalliger fir Histamin, was sich
wiederum mit selektiver Histamin-Hz-Rezeptor-Blockade abschwéche lieR. Diese Ergebnisse
entsprachen denen von Senges und Kollegen (Senges et al. 1977) an isolierten Meerschweinchen-
Papillarmuskeln. Hier sorgte Histamin fir eine gesteigerte und abnormale Schrittmachertatigkeit
mit zusétzlichen Schrittmacherpotenzialen, wahrscheinlich ausgelost in den Purkinjefasern. Auch
flr diesen Effekt wurde vor allem der Histamin-Hz-Rezeptor verantwortlich gemacht, da
selektiver H2-Antagonismus dem Beschriebenen deutlich besser entgegenwirken konnte als ein
Histamin-Hi-Rezeptor-Antagonismus  (Trzeciakowski und Levi 1982). Dai erweiterte die
Theorie des Zusammenhangs von Histamin und einer Sauerstoffunterversorgung insofern, dal
sich in der Ratte Ischdmie und Histaminkonzentration bezogen auf die Verletzlichkeit des
Myokards nicht nur in eine Richtung, sondern gegenseitig beeinflussen. Er stellte fest, dal
Hypoxie-induzierte Arhythmien unter Einflul von Histamin schneller auftraten, als ohne (Dai
1989). Zudem wird die durch den Histamin-Hi-Rezeptor vermittelte verlangsamte AV-
Uberleitung als entscheidender arrhythmogener Faktor angesehen (Hageman et al. 1979). Eine
verminderte Kraftentwicklung im Ventrikel macht sich zum Beispiel bemerkbar, wenn dieser
nicht in regelmaligen Absténden erregt wird. Allerdings ist Histamin nicht nur arrhythmogen,
sondern senkt die Reizschwelle bei evoziertem Kammerflimmern in vitro in
Meerschweinchenherzen schon in sehr geringen Dosen (< 1 pg/ml), dies geschieht wohl sowohl
Histamin-Hai- wie auch Histamin-Hz-Rezeptor-vermittelt (Trzeciakowski und Levi 1982). Also
hat Histamin eine arrhythmogene Wirkung auf das Herz verschiedener Spezies und eine Ischdmie
ist ein moglicher Reiz, der Histamin freisetzt. Aulerdem macht es das Herz verwundbarer, als es
in Abwesenheit von Histamin ware. Es wird davon ausgegangen, daf sich diese Erkenntnisse auf
den Menschen zumindest teilweise (ibertragen lassen und damit potenziell klinische Relevanz
haben (He et al. 2012; Levi et al. 1982)

Es existieren dartiber hinaus natiirlich noch weitere Mdoglichkeiten, endogenes Histamin im
Korper freizusetzen. Beim Meerschweinchen setzt Anaphylaxie Histamin frei, was zu
vergleichbaren arryhthmogenen Effekten wie eine Ischdmie fiihrt. Diese Histaminwirkungen

konnten nicht durch selektiven Histamin-Hi-Rezeptor-Antagonismus beeinflusst werden, daher
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spielt wohl auch hier eine Histamin-Hai-H2-Rezeptor-Koaktivierung eine Rolle (Capurro und Levi
1973). Dariiber hinaus wird wéahrend einer Anaphylaxie vom Koronarendothel Thromboxan
freigesetzt, welches das Gewebe zusétzlich anfélliger fur eine vaskuldr bedingte Ischdmie machen
kann (Allan und Levi 1981). Aulerdem verstarkte das wahrend systemischer Anaphylaxie
freigesetzte Leukotrien Da den positiv chronotropen Effekt von Histamin, ebenfalls im
Meerschweinchen (Burke et al. 1982). Eine weitere Mdglichkeit zur potenziell pathologischen
Histaminfreisetzung besteht in der Applikation diverser Pharmaka, dazu gehdren unter anderem
Morphin (Moss und Rosow 1983), einige Antibiotika und nicht-opioid Analgetika (Yilmaz et al.
2009). Auch Stress ist ein bekannter Histamin-freisetzender Reiz mit kardialer Relevanz (Huang
et al. 2002). Zuletzt spielt Histaminfreisetzung noch bei der Bypasschirurgie, also primér am
Menschen, eine wichtige Rolle: In einer Studie von Cirkel und Kollegen (Cirkel et al. 1994) aus
dem Jahr 1994 sprach einiges dafur, daf Histamin eine Mitschuld an postoperativen Arrhythmien
tragen konnte. Nach CABG-Operationen (engl. coronary artery bypass grafting) war nicht nur
die Plasmakonzentration an Histamin hoher, auch zeigten Patienten mit Histamin-H:i-Rezeptor
und Histamin-Hz-Rezeptor-Antihistaminika-Vorbehandlung signifikant weniger postoperative

Arrhythmien.

1.7. Histamin und Herzinsuffizienz

Herzinsuffizienz ist eine der hdufigsten Erkrankungen der westlichen Welt und darin definiert,
dal3 das Herz nicht in der Lage ist, die metabolischen Anforderungen der Peripherie zu erftllen
(Zipes et al. 2018). Es gibt mehrere Einteilungen, die der New York Heart Association erfolgt
zum Beispiel anhand der klinischen Einschrankung des Patienten in Schweregrad I-1V (Dolgin
1994). Durch die mangelnde Blutversorgung kann es zu vermehrter Ausschiittung von
Noradrenalin und damit zu tachykarden Rythmusstérungen und anderen Arrhythmieformen
kommen. Eine Ursache der Arrhythmogenese bei der Herzinsuffizienz ist eine Storung im Caz+-
Haushalt der Zelle. Es gibt Hinweise darauf, dall diese Stérung durch eine verénderte
Phosphorylierung zustande kommt. Durch eine gesteigerte Aktivitat der PP1 kénnte es einerseits
zu einer Hemmung der SERCA durch PLB kommen, andererseits kdnnte der Ryanodinrezeptor
Uber eine vermehrte PKA-Aktvierung tberphosphoryliert werden. Damit ware der Ausstrom aus
dem sarkoplasmatischen Retikulum erhoht, wahrend die Wiederaufnahme verringert ist, zudem
konnte es zum Caz+-Leckstrom kommen (lkeda et al. 2008). 3-Adrenorezeptor-Blocker stellen
eine bekannte Therapiemdglichkeit bei Herzinsuffizienz dar (Braunwald und Bristow 2000;
Bristow 1997). Allerdings gab es zuletzt auch einige Studien, die dem Histamin-Hz-
Antagonismus einen kardioprotektiven Effekt bei der Herzinsuffizienz zusprachen, entweder in
Kombination mit p-Adrenorezeptor-Blockern (Kim et al. 2006), aber auch ohne diese (Takahama
et al. 2010).



2. Fragestellung
Wie bereits in der Einleitung dargestellt, spielt die Wirkung von Histamin eine entscheidende

Rolle bei der Herzfunktion, insbesondere bei der Entstehung kardialer Arrhythmien durch
Ischamie.

Ziel dieser Arbeit sollte sein, den Histamin H2-Rezeptor am Herzen né&her zu untersuchen. Zu
diesem Zweck wurde ein Tiermodell mit Histamin-Hz-Rezeptor-iberexprimierenden Mausen und
Wildtyp-Tieren verwendet. Um das vollstandige Herz in vitro untersuchen zu kénnen, wurde
dafur eine Langendorff-Versuchsanordnung, das isoliert perfundierte Herz, gewéhlt und die
Herzaktionen dabei fortlaufend aufgezeichnet. Durch Zugabe von herzwirksamen Substanzen
sollten sich die Auswirkungen dieser Rezeptor-Uberexpression niher definieren lassen. Um
zusétzlich die Rolle des Histamin-Hz-Rezeptors bei der Genese von Arrhythmien zu untersuchen,
wurden die Herzen beider Maustypen einer Ischamie mit anschlieBender Reperfusion unterzogen.
Spater wurden die Herzen aus allen Versuchsbedingungen biochemisch mittels des Western-Blots
untersucht.

Die Rolle des Histamins als potenziell arrhythmogen wurde schon mehrfach beleuchtet, ebenso
gibt es einige Studien zur Rolle des kardialen Histamin-Hz-Rezeptors in diesem Zusammenhang.
Diese Arbeit soll zusatzlich untersuchen, ob der Histamin-Hz-Rezeptor schon unter basalen

Bedingungen pathologische Einfliisse auf das Myokard haben kann.
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3. Material und Methoden

3.1. Tiermodell

In allen Versuchsreihen wurden Wildtyp-Mé&use (WT) und deren transgene, Histamin-Hz-
Rezeptor-iiberexpremierte Geschwistertiere (TG) verwendet. Zur Generierung dieses transgenen
Mausmodells wurde die genetische Information (cDNA) des menschlichen Histamin-Hz-
Rezeptors verwendet, welche dem Institut freundlicherweise von Professor Dr. Seifert von der
Universitat Hannover zur Verfligung gestellt wurde. Um eine kardiale Expression des Histamin-
H2-Rezeptors in der Maus zu ermdglichen, wurde die Histamin-H2-Rezeptor-cDNA in eine
Expressionskassette eingefugt, also in eine DNA-Sequenz, die in den Kardiomyozyten der Maus
abgelesen werden kann. Dazu wurde ein herzspezifischer Promotor verwendet, die a-lsoform der
schweren Kette des Myosins (a-MHC). Als Terminierungssequenz wurde eine Poly-A-Sequenz
des Simian-Virus 40 verwendet. Diese Expressionskassette, wie in Abb. 3 dargestellt, wurde in
befruchtete Eizellen des Mausstammes FBV/N eingefugt. Die so erzeugten transgenen Histamin-
H2-Rezeptor lberexprimierenden Tiere wurden in einen CD1-Hintergrund eingekreuzt.

Es wurden zu gleichen Teilen méannliche und weibliche M&use verwendet, im Alter von sechs
Monaten und einem durchschnittlichen Gewicht von 39,2 Gramm. Die Tiere wurden nach
Geschlechtern getrennt gehalten. Ihnen stand frisches Wasser und handelsibliches Labortierfutter
zur freien Verfugung. Die Reinigung der Ké&fige und die Versorgung der Versuchstiere fanden
den gesetzlichen Vorschriften entsprechend durch die Zentrale Tierhaltung der Medizinischen
Fakultat der MLU statt.

Nru Nrud
l — 1234pp — |
— a-MHC-Promoter >— cDNAH,  [His-tagH SV40 poly A |—
F= =R
568 bp

Genotypisierungs-PCR:

F = Forward-Primer. MHC-Seq-P1 (5-ACCCTTACCCCACATAGACC-3')

R = Reverse Primer: hHH2R-SEQ-P1R (5-AGCAGGTCAGTGATAGCCAA 3')
Produkigrofe: 568 bp

Abbildung 3: Genkonstrukt
Es wurde die kodierende Sequenz des menschlichen Histamin-Hz-Rezeptors kombiniert mit

einem C-terminalen His-tag (=6x Histidin) in die Herzmuskelzell-spezifische
Expressionskassette einkloniert.
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3.2. Langendorff-Versuche

Bei einer Langendorff-Apparatur handelt es sich um eine Vorrichtung, um ganze Herzen ex vivo
eine begrenzte Zeit zu Versuchszwecken weiter versorgen zu kénnen. Ein frisch entnommenes
Herz wird hierbei kontinuierlich mit einer nahrstoffhaltigen, oxygenierten und temperierten
Pufferlésung perfundiert. Zusétzlich kénnen externe Reize und Substanzen zugefiihrt werden.
Letztlich beschrénkt sich die Funktionsweise der Langendorff-Apparatur auf eine VVersorgung der
Herzkranzgeféale. In die Aorta wird eine Kanile bis kurz vor die Aortenklappe vorgeschoben,
eine Pumpe baut einen konstanten hydrodynamischen Druck der Perfusionsfliissigkeit auf. Dieser
Druck verschlieB3t die Aortenklappe und die Flussigkeit kann in die Koronararterien gelangen und
das Herzgewebe versorgen (Dhein et al. 2005). Hier wurde eine Apparatur mit konstanter
FlieRgeschwindigkeit verwendet. Diese Methode wurde von Oskar Langendorff 1895 in Rostock
vorgestellt (Langendorff 1895) und stellt bis heute eine weit verbreitete Untersuchungsmethode
in der Herzforschung dar, unter anderem auch da das Organ unabhéngig von systemischen

Einflussen untersucht werden kann (Owen 1977).

Tyrode Sol. =
— A

B—»

c 37°C

Carbogen = H
J
2 ml/min = - D
€ Substances
| -]
Tyrode Sol.
——F

Abbildung 4: Schemazeichnung der Langendorff-Apparatur
Die temperierte und Carbogen-begaste Tyrode-Losung wird Gber eine Rollpumpe (A) mit

konstanter Flussgeschwindigkeit in die Langendorff-Apparatur eingeschleust. Die physiologische
Korpertemperatur von 37°C wird mit einem Warmetauscher (B) aufrechterhalten. Eine
Blasenfalle (C) soll Embolien durch Luftblasen verhindern, tiber ein Flussmessgeréat (D) wird die
FlieRgeschwindigkeit kontrolliert. Das (ber eine Kanile (E) in die Anlage eingehdngte
Langendorff-Herz (F) ist durch ein Metallhdkchen an eine Umlenkrolle (G) gekoppelt, die
kontraktilen Werte des Herzens (ber einen Kraftaufnehmer (1) und einen
Briickenverstarker/Digitalisierer (J) an den Computer leitet. Uber eine Pumpanlage (H) kénnen
dem System Substanzen beigefihrt werden. (Rec = engl. Recording, Aufnehmen; Sol. = engl.
Solution, LAsung)
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3.2.1. Kalibrierung und Vorbereitung der Anlage

Die Langendorff-Apparatur wurde vor jeder Inbetriebnahme zundchst mit 20%-Ethanol in
Wasser gereinigt und anschliefend mit entmineralisiertem Wasser mindestens 30 Minuten
gespult. Die wéhrend der Reinigungsschritte mittels einer Sartorius-Filteranlage gereinigte
Tyrode-Nahrlésung (siehe Anhang) wurde auf 37°C erwarmt, oxygeniert (Carbogen, 95% O2 und
5% COz2) und blasenfrei in die Langendorff-Apparatur eingespeist. Ein konstanter FIuR von 2
ml/min wurde durch eine Peristaltikpumpe und ein FluBmeRgerat gewéhrleistet, die Regulierung
des Flusses erfolgte manuell. Um eine korrekte Ubertragung der spater gemessenen
Kontraktionskraft zu gewéhrleisten, wurden alle verwendeten Messgerate nach jedem Versuch

mit entmineralisiertem Wasser gereinigt.

3.2.2. Praparation der Herzen

Zu Beginn wurde jedes Tier in einen separaten Kunststoffkafig gesetzt und die Identitat der Maus
nochmals anhand ihrer Ohrmarkierung sichergestellt, diese war im Vorfeld im Zusammenhang
mit der Genotypisierung (TG/WT) zugeordnet worden. Die Durchfiihrung dieses Verfahrens wird
in Kapitel 3.3 nochmals genau erldutert. Ebenfalls wurden alle Versuchstiere gewogen. Nach der
Injektion von 1,5 mg/kg/Koérpergewicht Pentobarbital zur Anéasthesie und 1000 IE = 0,2 ml
Heparin intraperitoneal als Antikoagulation wurde der Zeitpunkt der sichtbaren Betdubung
abgewartet und die erforderliche Tiefe der Anésthesie mit einem Schmerzreiz Gberpriift. Wenn
das Tier keine Reaktionen mehr zeigte, wurde im fixierten Zustand die ventrale Haut langs mit
einer abgerundeten Schere aufgeschnitten, der Rippenboden dargestellt und ebenfalls erdffnet,
das Herz wurde nun unter Schonung méglichst groRRer Teile des Aortenbogens entfernt und sofort
mit einer bereitgestellten und etwas heparinisierte gekihlten Tyrode-L6sung gereinigt. Um eine
spatere Nachgenotypisierung maoglich zu machen, wurde noch ein etwa 0,5 cm langes Stiick
Schwanzspitze entnommen. Dieses wurde, wie auch nach Versuchsdurchfihrung das Herz, in
einem 2 ml-ReaktionsgefaR in flussigen Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert. Damit die
Schédigung des Gewebes weitestgehend vermieden werden konnte, wurde das entnommene Herz
sofort, nachdem es in ein mit Carbogen begastes, mit Tyrode befllltes, Praparationsgefal? gegeben
wurde, mithilfe eines Mikroskops auf eine Kanile mit ringférmig verdicktem Ende mit einem
Bindfaden unter Schonung der Herzklappen uber die Aorta fixiert und erneut mit oxygenierter
Tyrode-L6sung gespilt. Nach kurzen Entfernungen von Fett- und Lungengewebsresten konnte
das Herz auf der Kanlile in die Langendorff-Apparatur eingehangt werden, wobei auch hier strikt
auf Blasenfreiheit geachtet wurde, um eine Schéadigung des Gewebes durch Embolie zu
vermeiden. Durch die Herzspitze fiihrte man nun zuletzt ein Metallhdkchen ein, welches mit
einem Metalldraht tber eine bewegliche Kunststoffrolle mit einem Kraftaufnehmer verbunden

war (vgl. Abb. 4). Uber diesen Kraftaufnehmer wiederum konnten die herzmechanischen Daten
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erfasst werden. Vor der Durchfiihrung jedes Versuchs wurde eine Zeitspanne 20 Minuten

eingehalten, bis das Herz sich im Sinusrhythmus befand.

3.2.3. Versuchsreihe 1: Agonisten-Antagonisten-Versuche

Im ersten Teil der in vitro Versuche wurde der Effekt der WT- und TG-Mausherzen auf
verschiedene Substanzen untersucht, und zwar nach folgendem Schema: Nach der wie oben
beschriebenen ,,Kalibrierungsphase® von 20 Minuten wurde die gewihlte Substanz durch eine
Braun-Injekt-Pumpanlage fir genau 5 Minuten in das System eingeleitet und der Effekt des
Herzgewebes aufgezeichnet. Danach wurden die Herzen zur spateren Laboranalyse eingefroren.
Zunachst wurde 1 pM Isoprenalin  (ISO) (vgl. Abb. 5), ein nicht-selektives p-
Sympathomimetikum, bei beiden Genotypen zur Stimulierung der f-Adrenorezeptor-vermittelten
Wirkung angewendet. Eine funktionsfahige Expression dieses adrenergen Rezeptors in beiden
Versuchstypen sollte so tberpruft werden. AuRerdem dienten diese Versuche als Positivkontrolle
fir eine erfolgreiche Préparation. Des Weiteren sollte der Effekt von 1 pM Histamin (HIS) auf
WT- und TG-Tierherzen untersucht werden. Damit sollte die Expression des klonierten Histamin-
H2-Rezeptors und dadurch eventuelle Unterschiede zu WT festgestellt werden. Um daruber
hinaus darzustellen, ob die so herbeigefuhrten Effekte tatsachlich Histamin-Hz-Rezeptor-
vermittelt waren, wurde im nachsten Versuchsablauf 1 uM Histamin in Kombination mit 100 uM
Cimetidin (CIM), einem Histamin-H2-Rezeptor-Antagonisten, zugefuhrt. Um die alleinige
Wirkung von Cimetidin auf die Herzen zu untersuchen, wurde dieselbe Menge ohne zusatzliche
Gabe von Histamin untersucht. Letztlich wurde zur Kontrolle noch dieselbe gefilterte Tyrode-
Losung in der zufiihrenden Spritzenanlage verwendet, mit der auch die gesamte Langendorff-
Apparatur beflllt worden war (vgl. Abb. 4). Diese letzte Versuchsbedingung diente zur Erfassung

basaler Parameter fiir die weiterfiilhrende Labordiagnostik.

A QH C
HO N
(J/\‘
HO NH, HN NH;
B D
OH _N
H CH Z
HO N\l/CHa HNK N,C
o CHs Q‘N SwN)'LN/CHs
H H

Abbildung 5: Strukturformeln verwendeter Substanzen
Strukturformeln von Noradrenalin (A) und des B-Adrenorezeptor-Agonisten Isoprenalin (B).

Histamin (C) und der Histamin-Hz-Rezeptor-inverse Agonist Cimetidin (D).
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3.2.4. Versuchsreihe 2: Ischamie und Reperfusion

Im zweiten Teil der in vitro-Versuche wurde der EinfluB eines Sauerstoffmangels auf die WT-
und TG-Maduseherzen mit einer Stop-Flow Ischdmie untersucht. Dazu wurde die Pumpe
abgeschaltet und das Herz nicht mehr mit N&hrstoffen oder Sauerstoff versorgt. Nach derselben
Kalibrierungsphase von etwa 20 Minuten wurde der Fluss fiir exakt 20 Minuten unterbrochen,
um dann die Herzen fiir 15 Minuten zu Reperfundieren. Herz und Schwanzspitze wurden auch
nach diesem Versuch eingefroren. Insgesamt wurden die Mausherzen also etwa 60 Minuten in
der Langendorff-Apparatur untersucht. Um eventuelle Folgen der reinen Verweilzeit aulerhalb
des Organismus, wie zum Beispiel Gewebeschdden und deren Effekte ausschlieBen zu kénnen,
wurden zur Kontrolle sogenannte ,Zeitkontrollen“ (TC), also eine Aufzeichnung der

Herzmechanik ohne zusétzliche Einflussnahme Uber etwa 60 Minuten, durchgefihrt.

Original recording
20mN | I R ,h
R N TS RSP B T 1 S SYRRU T RT TTSTRRT RO 1T STINI T L
BPM !
o ] -
U:[ q\—‘_ﬁu. |
. Scheme . .
Normoxia Stop-Flow Reperfusion | Normoxia
K Hyp oxia _/’
| ]
! 20 minutes !

Abbildung 6: Schemazeichnung Ischdmie und Reperfusion
Die Herzen von WT und TG wurden einer 20-min(tigen Stop-Flow Ischamiephase ausgesetzt.

Danach wurde die Pump-Anlage wieder eingeschaltet, die Tierherzen wurden fur 5 Minuten
reperfundiert.

3.2.5. Datenerfassung

Wie bereits beschrieben, wurden die Herzkontraktionen tber eine Umlenk-Rolle, welche mit
einem Kraftmesser verbunden war, fir die Datenerfassung aufgezeichnet. Die Daten des
Kraftmessers wurden verstarkt, digitalisiert und mit dem Programm LabChart 5 am Computer
aufgezeichnet, daraus wurden dann die Werte fur die statistische Auswertung mit den
Programmen Microsoft Excel und Graphpad Prism 5 entnommen. Aufgezeichnet wurden
Kontraktionskraft, Herzfrequenz, Anspannung- und Erschlaffungszeit des Myokards, auRerdem
die Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit. Grafiken wurden mit Prism 5 und Microsoft

PowerPoint erstellt.

15



3.3. Genotypisierung
Um die geziichteten Méuse in Wildtypen oder Histamin-Hz-Rezeptor-Uberexpremierte transgene
Tiere zuordnen zu kénnen, wurde den Tieren im Alter von vier Wochen zwei Millimeter ihrer
Schwanzspitze entfernt, auBerdem wurden die Tiere am Ohr markiert, um sie auch spéater
identifizieren zu kdnnen. Die Genotypisierung fand mit einer Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
statt. Bei diesem Verfahren kann eine DNA mit Hilfe genspezifischer Primer an definierten
Stellen zu Fragmenten bekannter GroR3e vervielfacht werden. Die Auftrennung im Agarosegel
ermoglicht die GréRenbestimmung der vervielfaltigten DNA-Fragmente. Zur Vorbereitung
wurden die Proben mit 250 pl Lésung 1 zur alkalischen Zersetzung des Gewebes Uber Nacht bei
55°C im Thermomixer schittelnd inkubiert. Nach Zugabe von 250 pl Lésung 2 zur
Neutralisierung konnte damit der PCR-Ansatz hergestellt werden (s. Anhang). Dazu wurde ein
Mastermix hergestellt, bestehen aus entmineralisiertem Wasser, den reverse- und forward-
Primern, sowie vorgefertigtem 2-Fach Super Master Mix (Biotool). Zu 19 ul des angefertigten
Mastermix wurde 1 pl DNA-Probe hinzugegeben. In einem Eppendorf ,,Mastercycler gradient”
durchliefen die Ansatze das entsprechende Programm zur Histamin-Hz-Rezeptor-
Genotypisierung (siehe Anhang). Wahrenddessen konnte das 1%ige Agarosegel vorbereitet
werden: 1g Agarose pro 100 ml TAE-Puffer wurden aufgekocht, mit 10 pl Red-Safe-Farbstoff
versetzt und in die Gelkammer gegossen, die Kd&mme eingesetzt und mindestens 30 Minuten
polymerisiert. Nach Entfernen der K&mme wurde das Gel in eine mit TAE-Puffer gefullte
Gelkammer fiir eine horizontale Gelelektrophorese tberfiihrt und die Taschen mit den PCR-
Produkten beladen. In die erste Tasche wurden 8 pul DNA-GrolRenmarker (100 bp-Leiter) zur
Kontrolle des Laufes und zur Gré3enbestimmung der Banden gegeben, es wurde eine Stromstérke
von 100 mA angelegt. Nach einer Laufdauer von etwa 20-30 Minuten wurde das Gel unter einem
UV-Betrachter kontrolliert. Wenn sich die DNA-Leiter gut aufgetrennt hatte und die gewtiinschten
Banden sichtbar waren, wurde das Agarosegel mit einer Kamera fotografiert und das Bild konnte
ausgewertet werden. Alle verwendeten Tiere wurden vor Durchfuhrung der Langendorff-

Versuchsreihen genotypisiert.

3.4. Nachweis spezifischer Proteine im Western Blot
Um die Effekte von Isoprenalin bzw. Histamin auf die Signaltransduktion im TG- und WT-
Herzgewebe zu untersuchen, wurde die Phosphorylierung wichtiger regulatorischer Proteine mit
Hilfe phosphorylierungsspezifischer Antikorper im Western Blot untersucht. Dies waren
Phospholamban (PLB), phosphoryliert an Serin-16 und Threonin-17, sowie PP1-Inhibitor 1 (11)
und Troponininhibitor (Tnl). Zur Kontrolle wurde auch die Expression der nicht-phosphorylierten

Proteine bestimmt. Als Beladungskontrolle diente der Nachweis von Calsequestrin (CSQ).
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3.4.1. Homogenisierung der Proben
Wie bereits beschrieben wurden die in der Langendorff-Apparatur untersuchten Herzen sofort
nach Versuchsende in flussigen Stickstoff eingefroren. Danach wurden sie bis zur spateren
Verwendung bei -80°C gelagert. Im ersten Schritt zur Homogenisierung wurde das gefrorene
Herz nach Zugabe wvon 100 pl Homogenisierungspuffer (NaHCOs/SDS-Ldsung;
Zusammensetzung s. Anhang) in einem Mikro-Dismembrator durch eine Stahlkugel bei 2700 rpm
pulverisiert. Daraufhin wurde nochmals dieselbe Menge des Homogenisierungspuffers zugefugt
und der Ansatz in ein Eppendorf-Reaktionsgefal’ tiberfuhrt. Die Probe wurde auf Eis gemischt
und es folgte eine Ultraschallhomogenisierung (3 x 30 s). Nach einer Inkubationszeit von 30
Minuten bei Raumtemperatur wurde die Probe bei 14.000 rpm in einer gekihlten (4°C)
Eppendorfzentrifuge zentrifugiert. Das Sediment wurde verworfen und der Proteiniberstand
(Homogenat) in ein neues 1,5 ml-ReaktionsgefaR tberfuhrt. Es folgte eine Proteinbestimmung

nach Lowry.

3.4.2. Quantitative Bestimmung des Proteingehalts nach Lowry
Zur Ermittlung des Proteingehalts wurden nach dem Protokoll von Lowry (1954) eine
Verdiinnung von Proben und Mengenstandards mit Aqua dest. hergestellt. Als Proteinstandard
wurde 1 mg Rinderserumalbumin in entmineralisiertem Wasser verwendet. Zu den
Verdiinnungen der Proben wurde je 500 pl Losung D (+ 15 Minuten Inkubationszeit) und 0,1 ml
Losung E (siehe Anhang) zugegeben. Nach weiteren 15 Minuten Inkubation wurden Standard-
und Probeldsungen in Kivetten umgefullt und mithilfe eines Eppendorf BioPhotometers die
optische Dichte bei 595 nm bestimmt. Anhand einer Excel-Tabelle wurde der Proteingehalt
anhand der mitgefiihrten Standardkurve berechnet und die Probenmenge fir eine Verdiinnung auf

1 ug Protein /ul Endvolumen berechnet.

3.4.3. SDS-Page

Die SDS-Page (engl. Sodium dodecyl sulfat polyacrylamid gelelectrophoresis =
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) beschreibt die Wanderung von
Molekilen im elektrischen Feld und die Auftrennung anhand ihrer GrélRe (Laemmli 1970). Wir
verwenden in unserem Haus bei der Herstellung des Trenngels ein Puffersystem nach Porzio und
Pearson, um die Auftrennung noch zusétzlich zu verbessern (Porzio und Pearson 1977).

Fir dieses Verfahren wurde in eine zuvor vorbereitete vertikale Elektrophorese-Apparatur mit
10%igem Trenngel und 4%igem Sammelgel Elektrophorese-Puffer eingefiillt. Dann konnten die
zuvor verdinnten und mit 2 x Probenpuffer (siehe Anhang) angemischten und 10 Minuten bei
95°C im Thermomixer erhitzten Proben in die Taschen des Sammelgels pipettiert werden. Nicht
genutzte Taschen wurden mit Probenpuffer befullt, um eine VVerzerrung der Spuren zu verhindern.

Pro Probe wurden 60 ul mit einem Proteingehalt von 60 pg in die Taschen gegeben. Eine Tasche
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wurde mit 20 pl eines GroRenmarkers versehen (siehe Anhang). Die beladenen Gele wurden in
eine auf 4°C gekihlte Elektrophoresekammer tberfuhrt und eine Stromstarke von 40 mA pro Gel
angelegt. Auf diese Weise wanderten die Proteine (iber einen Zeitraum von ca. 240 Minuten durch
das Trenngel. Wenn die Bromphenolblau-Front das Ende des Trenngels erreicht hatte wurden sie

fur den Transfer auf eine Nitrocellulose-Membran entnommen.

3.4.4. Western Blots
Die Methode des Western Blots beschreibt eine Mdglichkeit, die nach der SDS-Page im Gel
enthaltenen Proteinbanden auf eine Membran zu Gibertragen und damit zur weiteren Untersuchung
mit Antikdrpern nutzbar zu machen. Dazu wurde das entnommene Gel in eine Transferkassette
geschichtet. Das Transfersandwich war folgendermalien aufgebaut: ausgehend von der
Kathodenseite (-) ein Schaumstoffschwamm, ein Blatt Blottingpapier, das Gel, eine
Nitrocellulosemembran (0,45 um), ein Blatt Blottingpapier und wieder ein
Schaumstoffschwamm. Wichtig war, daR die Nitrocellulosemembran luftblasenfrei auf der
Anodenseite des Gels platziert wurde. In einer Trans-Blot Zelle (BIO-RAD) konnten in Blotting-
Puffer nun tber Nacht bei insgesamt 4,5 Ampére-Stunden die im Gel enthaltenen Proteine auf die
Membran Ubertragen werden. Am ndchsten Morgen wurde mit einer reversiblen Ponceaurot-

Farbung kontrolliert, ob der Transfer erfolgreich war.

3.4.5.  Immunologischer Proteinnachweis
Die mit Ponceaurot gefarbte Membran wurde eingescannt, um die erfolgreiche Elektrophorese
und den Transfer zu dokumentieren. AuBerdem konnte diese Kopie als Vorlage flr die
Schnitthéhe auf der eigentlichen Membran genutzt werden. Die Proteinbanden des
Proteinstandards wurden identifiziert, an ihnen konnte der Bereich, in dem sich die gewtiinschten
Proteine befinden sollten, abgeschétzt werden. Nach dem Schneiden wurde der linke obere Rand
der Membranstreifen markiert, um ein spateres falsches Ablesen zu vermeiden. Die Streifen
wurden in geschlossene Inkubationskammern gelegt und mit 10 ml Tris-NaCl Puffer mit pH 7,4
(TBST) 3 x 10 Minuten schittelnd ausgewaschen. Dann wurden die Streifen mit je 10 ml
Blocking-Puffer weitere zwei Stunden schuttelnd bei Raumtemperatur inkubiert, um freie
Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren. Als Ladungskontrolle der jeweiligen Gele
wurde das Calsequestrin (CSQ) bestimmt, aufRerdem phosphoryliertes PLB (P-SER16, P-
THR17), P-Tnl und P-I1 als biochemischer Marker positiv lusitroper und inotroper Vorgénge
(vgl. 1.3. und 1.4.). Aulerdem wurde der Gesamtgehalt an Phospholamban bestimmt. Fir die
Inkubation mit dem CSQ-Antikdrper wurde 5% Milchpulver in TBST verwendet, flr alle anderen
Antikorper wurde 2% BSA (Engl. Bovine serum albumin = Rinderserumalbumin) in TBST
verwendet. Nach dem Blocken verlief der Immunoblot wie folgt: Inkubation mit dem primaren

Antikorper gegen das jeweilige Protein, der primére Antikérper wiederum wurde von einem 1gG
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(sekundarer Antikdrper) erkannt, der gegen die Antikdrper des Tieres gerichtet war, aus dem der
erste Antikorper stammt. Diese zweiten Antikdrper waren mit einem Enzym -in diesem Fall die
Alkalische Phosphatase (AP)- gekoppelt, welches beim Umsetzen eines Substrats ein
Fluoreszenzsignal erzeugte. So konnten die Zielproteine detektiert werden. Nach Abschutten des
Blocking-Puffers wurden also die ersten Antikorper hinzugeflgt: Anti-CSQ, Anti-Phospho-
DARPP-32 (= Phospho-Inhibitor 1), Anti-P-Serin-16-PLB, Anti-P-Threonin-17-PLB, Anti-PLB
und Anti-P-Tnl (Siehe Anhang). Diese Ansatze wurden Uber Nacht bei 4°C im Kihlraum
schuttelnd inkubiert. Am Folgetag wurde wieder 3 x 10 Minuten mit TBST schiittelnd gespiilt,
danach wurden die sekundédren Antikorper appliziert: anti-mouse-IgG fir CSQ und PLB, sowie
anti-rabbit-1gG gegen die restlichen Antikdrper. Nach einer Inkubationszeit von zwei Stunden
wurde auch dieser Antikorperansatz mit 3 x 10 Minuten TBST gewaschen und 2 x 2 Minuten mit
AP-Puffer zur Einstellung des pH-Optimums von 9,4 flr die Alkalische Phosphatase &quilibriert.
Zuletzt erfolgte die ECF- (enhanced chemofluorescence) Farbung. Dazu wurden 10 ml ECF-
Substrat-Losung je Streifen in die Kammer gegeben und 5 Minuten dunkel inkubiert. Nach
Abspulen mit AP-Puffer wurde das Ergebnis mit dem Phosphorimager (Tycoon 9410) bei 532
nm dargestellt und spater mit dem Analyseprogramm ImageQuant und Microsoft Excel am

Computer ausgewertet, wobei CSQ als Ladungskontrolle diente.
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4. Ergebnisse

4.1. Tiermodell

Bei den verwendeten Labortieren handelte es sich um Mause der Linie CD1, darunter Wildtypen
und transgene Histamin-Hz-Rezeptor-iiberexprimierende Tiere. AuRerlich zeigten die Tiere keine
sichtbaren Unterschiede voneinander, die Differenzierung nach Wildtyp (WT) und Transgen
(TG) war nur nach Genotypisierung mdglich. Ebenfalls in ihrer Entwicklung und in Ihrem
Verhalten waren keine Unterschiede zwischen WT und TG zu bemerkten. Direkt nach der
Entnahme wurden die Herzen inspiziert, morphologisch konnten keine Anomalien bei den

transgenen Méausen festgestellt werden.

4.2. Versuchsreihe 1: Agonisten-Antagonisten-Versuche

Um zu untersuchen, wie sich TG- und WT-Herzen unter verschiedenen Bedingungen verhalten,
wurden diese in der Langendorff-Apparatur mit unterschiedlichen Rezeptoragonisten und
-antagonisten perfundiert. Dabei wurden vor Zugabe einer Substanz die Werte fir
Kontraktionskraft F (mN), Herzfrequenz (BPM, engl. beats per minute), Anspannungszeit T1 und
Erschlaffungszeit T2 (ms) des Myokards, sowie die Kontraktionsgeschwindigkeit dF/dtmax und
Relaxationsgeschwindigkeit dF/dtmin (MN/s) bestimmt (=Ausgangslage). Der Substanzeffekt
wurde exakt funf Minuten aufgezeichnet, dann wurden die Herzen in flissigem Stickstoff
eingefroren. Kurz vor dem Einfrieren wurden nochmal dieselben Parameter erhoben, wie in der
Ausgangssituation (=Effekt). Mit der Langendorff-Apparatur und einer sauerstoffreichen
Né&hrstofflosung wurden anndhernd physiologische Bedingungen simuliert.

Zunéchst sollen die Unterschiede von WT und TG in ihrer Ausgangslage, also die Werte vor
Substanzzugabe, dargestellt werden (siehe Abb. 7). Die absolute Kraftentwicklung war bei TG
mit 24,81 £ 1,27 mN kleiner als bei WT mit 30,01 £ 1,21 mN (p < 0,05). Die Ruheherzfrequenz
(BPM) der TG lag allerdings bei 437,45 + 18,71 und war damit deutlich hoher als beim Wildtyp
mit 297,16 + 8,41 (p < 0,05). Analog geht eine kirzere Anspannungs- und Erschlaffungszeit der
TG von 29 + 1,40 und 41 £ 2,70 ms im Vergleich zu der Zeit der Wildtypen (37 + 1,04 und 46 +
1,15 ms) mit den Frequenzwerten einher. Auch zeigen die Kontraktionsgeschwindigkeit dF/dtmax
sowie Relaxationsgeschwindigkeit dF/dtmin bei TG grofere Werte: 2308,14 + 311,50 und
-2264,55 + 296,91 mN/s, im Vergleich zu WT: 1232,04 + 197,94 bzw. -1143,17 + 182,92 mN/s.
Somit unterschieden sich Wildtypmause und Histamin-H2-Rezeptor-iiberexprimierende Tiere in

allen zu Beginn erhobenen Messwerten.
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Abbildung 7: Basale Parameter von WT und TG im Vergleich

Basal zeigten die TG gegenuber den WT eine niedrigere Kraftentwicklung (A), héhere
Herzfrequenzen (B), eine grolere Spanne bei Kontraktion- und Relaxationsgeschwindigkeit (C,
D) und kiirzere Anspannungs- bzw. Erschlaffungszeiten (E). (* p < 0,05 vs. WT)

Zudem wurden alle Versuche auf das Vorhandensein von basalen Arrhythmien in den 10 Minuten
vor Substanz/lschdmie-Effekt untersucht. Dabei z&hlte eine einzelne (einmalige) unregelmalige

Kontraktion als Artefakt, mehrere jedoch als Arrhythmie. Mduseherzen mit Arrhythmien
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unmittelbar vor dem jeweiligen Substanz-Effekt wurden nicht ausgewertet. Bei den WT hatten
48% Arrhythmien unter basalen Bedingungen, die transgenen Tiere lagen hier bei 70% (s. Abb.
8). Untersucht man die geschlechtsspezifischen Unterschiede in den Gruppen WT und TG, fallt
kein Unterschied zwischen Mé&nnchen und Weibchen auf.
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Abbildung 8: Basalarrhythmien )
Originalmechanogramme von Arrhythmien bei WT und TG in der Aquilibrierungsphase im
Vergleich zum Sinusrhythmus (A) und Verteilung der Arrhythmiehdufigkeit (B). Die
Rhythmusstorungen fanden bei TG haufiger statt.

Nach einer Aquilibrierungsphase von 20 Minuten wurden die Herzen mit jeweils
unterschiedlichen Substanzen perfundiert und nach 5 Minuten dieselben kontraktilen Parameter
erhoben, wie zu Anfang. Dabei ergaben sich folgende Versuchsgruppen: 1ISO (1 uM Isoprenalin),
HIS (1 uM Histamin), CIM (100 uM Cimetidin) und die Kombination von HIS und CIM. CTR

(=Kontrolle) bezeichnet die Ausgangssituation als Vergleichswert.
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Abbildung 9: Positiv inotroper Effekt des Histamins
1 puM Histamin flhrte zur Kraftzunahme bei transgenen Tieren, nicht jedoch bei Wildtypen (A).

Dieser Effekt liel sich mit 100 uM Cimetidin aufheben (B). Der schwarze Pfeil markiert den
Zugabezeitpunkt der Substanz, mit welcher das Herz bis Versuchsende perfundiert wurde.

Die Kontraktionskraft nahm bei Wildtyptieren unter dem EinfluR von Isoprenalin von 30,01 +
1,21 auf 39,91 £+ 3,41 mN zu (p < 0,05). Unter den Bedingungen HIS, CIM und der Kombination
aus Beiden konnte keine Anderung beobachtet werden (Abb. 10). Bei TG kam es bei 1SO zu einer
Steigerung der Kraft von 24,81 + 1,27 auf 54,38 + 10,04 mN (p < 0,05). Ebenso wurde bei
Applikation von 1 uM Histamin eine Kraftzunahme auf 41,07 £ 4,32 mN beobachtet (p < 0,05).
Dieser Effekt wurde in Kombination mit Cimetidin, einem Histamin-H2-Rezeptorantagonisten,
in der Bedingung HIS+CIM unterdriickt, wie in Abb. 9 dargestellt ist. CIM allein hatte keine
Auswirkungen auf die Kontraktionskraft.
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Abbildung 10: Kontraktionskraft
Bei transgenen Herzen kam es zu einer Zunahme der Kraft nach Zugabe von Isoprenalin oder

Histamin. In Wildtypherzen hatte nur ISO diesen Effekt. (* p < 0,05 vs. WT, #p < 0,05 vs. CTR)

Die Herzfrequenzen (Abb. 11) der Versuchsgruppen WT und TG unterschieden sich schon ohne
Zugabe einer Substanz voneinander. Die Wildtyp-Tiere zeigten unter ISO eine Frequenzzunahme
von 297,16 * 8,41 auf 360,18 + 27,17 bpm (p < 0,05). Unter den anderen Substanzen ergab sich
keine Anderung der Herzfrequenz. In der Gruppe TG zeigte sich nur bei 1SO, nicht bei Histamin
eine Erhéhung zur Ausgangssituation, auBerdem waren die Werte unter dem EinfluR von
Isoprenalin (564,24 + 80,88 bpm) hoher als die der Wildtypen unter ISO.
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Abbildung 11: Herzfrequenz

ISO fuhrte zu einer Zunahme der Herzfrequenz beim WT und TG. CIM senke die Herzfrequenz,
allerding nur bei TG. (* p < 0,05 vs. WT, # p < 0,05 vs. CTR)

Bei alleiniger Perfusion mit 100 uM Cimetidin kam es jedoch bei transgenen Tieren zu einer
Abnahme der Herzfrequenz von 437,45 + 18,71 auf 348,37 + 20,34 bpm. In Kombination von

HIS und CIM war ebenfalls eine Frequenzminderung der TG auf 273 £ 53,63 bpm zu registrieren.

Eine zuvor niedriger gewahlte Konzentration von 10 uM CIM hatte nicht die beschriebenen

Effekte (siehe Abb.12).
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Abbildung 12: Frequenzabnahme unter Cimetidin-EinfluR
Cimetidin fuhrte zu einer Abnahme der Herzfrequenz im TG, nicht jedoch im WT (A). Der Abfall

betrug etwa 73% (B). Im Originalmechanogramm ist der Senkung der Herzfrequenz bei einer
Gabe von 100 puM CIM deutlich sichtbar (C), bei einer niedrigeren Dosis findet er nicht statt (D).
(#p<0,05vs. CTR)

Die Zeit bis zum Maximum einer einzelnen Kontraktion (T1 in ms) der transgenen Tiere war
gegenlber der Zeit der Wildtypen schon in der Ausgangslage verkirzt. Es kam zu keiner weiteren
Verkiirzung bei TG unter den Bedingungen ISO oder HIS, allerdings sorgte die Perfusion mit 100
UM Cimetidin zu einer Verlangerung von T1 von 29 + 1,40 auf 39 + 1,60 ms. Bei den WT-
Versuchen fiihrte die Zugabe von Isoprenalin zu einer Verkirzung von T1 von 37 + 1,03 auf 25

+ 3,00 ms. Weitere Verénderungen unter anderen Bedingungen fanden nicht statt (vgl. Abb. 13).

26



50-

20

10-

Time to Peak tension (ms)

52

OOwr HETG

10

3 3

CTR

ISO

Abbildung 13: Kontraktionszeit T1
Zu einer Verkirzung der Anspannungszeit kam es beim Wildtypen nur unter EinfluB von

Isoprenalin. Bei TG fihrte nur CIM zu einer Verlangerung. (# p < 0,05 vs. CTR)
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Des Weiteren wurde die Erschlaffungszeit T2 untersucht. Auch hier lag bei TG der basale Zeitwert

unter dem der WT. Bei den Wildtypen ist eine Verringerung der Zeit unter ISO von 46 + 1,15 auf

29 + 4,10 ms zu erkennen. Keine weitere Substanz verénderte die Erschlaffungszeit der

Wildtypen. Bei den transgenen Tieren in der Bedingung mit alleiniger CIM-Perfusion war T2

nicht verandert, jedoch verlangerte sich Tz in der Kombination HIS+CIM auf 62 + 19 ms (vgl.

Abb. 14).
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Abbildung 14: Erschlaffungszeit T2
Analog zu Tz fuhrte ISO beim Wildtyp wieder zu einer Verkirzung der Erschlaffungszeit. Beim

transgenen Mauseherz kam es unter HIS+CIM zu einer Verlangerung von Tz. (# p < 0,05 vs.
CTR)

Die Kontraktionsgeschwindigkeit dF/dtmaxder TG war ebenfalls in der Ausgangslage schon héher
als die der WT. Unter Einflul3 von Isoprenalin wurde dieser Wert nochmals von 2308,14 + 311,50
auf 5240,67 + 719,78 mN/s erhoht. Der Anstieg unter Histamin war beim TG erhéht, sowohl
gegeniliber dem Ausgangswert, als auch gegentiber dem Wert der WT unter Histamin-Einfluss
(auf 3850,50 £ 1034,50 mN/s). Im WT-Versuch nahm unter dem Einflu von Isoprenalin der
Wert von 1232,04 £ 197,94 auf 2510,51 + 327,03 mN/s zu. Des Weiteren fand keine Verénderung
bei anderen Versuchsbedingungen statt (s. Abb. 15).
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Abbildung 15: Kontraktionsgeschwindigkeit dF/dT max
Die relativ hohe Kontraktionsgeschwindigkeit dF/dt max der Transgenen wurde durch ISO und

HIS weiter gesteigert. Beim WT kam es nur durch 1SO zu einer weiteren Steigerung. (* p < 0,05
vs. WT, #p < 0,05 vs. CTR)

Die Relaxationsgeschwindigkeit dF/dtmin im Ventrikel lag vor Zugabe einer Substanz bei TG
unter den Wildtypen. Hier ist fir TG eine weitere Geschwindigkeitserhéhung bei I1SO von
-2264,55 + 296,91 auf -6705,00 + 481,04 mN/s und fir HIS auf -4487,17 + 1327,00 mN/s
messbar. Beim Wildtyp erfolgte bei ISO eine Abnahme von -1143,17 + 182,92 auf -2580,71 +
564,07. Auch hier wurde dF/dtmin nicht in anderen Substanzversuchen veréndert (s. Abb. 16)
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Abbildung 16: Relaxationsgeschwindigkeit dF/dT min

Die Werte der Relaxationsgeschwindigkeit wurden bei TG durch 1SO und HIS deutlich
vermindert. Beim Wildtyp hatte nur 1ISO diesen Effekt, nicht jedoch Histamin. (# p < 0,05 vs.

CTR)

Tabelle 1. Zusammenfassung der Effekte bei TG

Tt == 1 3
St == =1 3
- = 0§ == =
T =g =y ==

t = Zunahme/Verldngerung

‘ = Abnahme/Verkirzung

= Keine Veranderung zur
Ausgangssituation

Ubersicht der Ergebnisse der Agonisten-Substanzversuche mit Isoprenalin (1ISO), Histamin
(HIS), Cimetidin (CIM) und einer Kombination aus HIS und CIM.

30




Zusammenfassend fiihrte 1 uM Isoprenalin (ISO) sowohl bei WT als auch bei TG zu einer
Zunahme der Kontraktionskraft und Herzfrequenz (s. Tabelle 1). Die Anspannungszeit T1 war bei
WT unter 1ISO im Vergleich zur Ausgangslage verkiirzt, jedoch nicht bei transgenen Herzen. T2
war beim Wildtyp unter ISO verkdrzt, nicht jedoch bei TG. Bei WT und TG war dF/dtmax
vergroRert und dF/dtmin verringert. Die Perfusion mit 1 uM Histamin (HIS) bewirkte nur bei TG
eine Erhéhung der Kontraktionskraft, eine Frequenzerhéhung war nicht zu verzeichnen. Ebenfalls
war dF/dtmax vergrofRert, dF/dtmin verringert, und bei T1und T2 keine Veranderung messbar. Im
Wildtyp zeigte HIS keine Verdnderung zur Ausgangslage. Zur Blockade des Histamin-Hz-
Rezeptors und damit einer Aufhebung des Histamineffekts wurde 1 uM HIS in Kombination mit
100 puM Cimetidin (CIM) gegeben. Unter dieser Versuchsbedingung wurden keine
Auswirkungen auf die Kraft, die Kontraktionsgeschwindigkeit, die Relaxationsgeschwindigkeit
und Tz verzeichnet. Jedoch war die Herzfrequenz verringert und T2 erhéht. Bei WT gab es keine
Veranderungen. Die alleinige Gabe von 100 uM CIM flhrte zu einer Abnahme der Herzfrequenz
von 73% bei transgenen Herzen. Dies korreliert mit der ebenfalls messbaren Verldngerung von
T1. Auch hier war bei Wildtypen keine Verénderung messhar. Des Weiteren hatten im Vorfeld
niedriger gewéhlte Konzentrationen von CIM keine suffiziente Histamin-H2-Rezeptor-Blockade
und auch keine Frequenzabnahme zur Folge. Als Zeitkontrolle (TC) wurden WT und TG nur mit

Tyrode perfundiert. Bei beiden Bedingungen wurden keine Effekte festgestellt (s. Abb. 17).
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Abbildung 17: Ubersicht Substanzwirkungen
Im transgenen Tierherzen fuhrten Histamin und Isoprenalin zu positiv inotropen Effekten, der

Effekt des Histamins konnte durch CIM beendet werden. Im WT zeigte Isoprenalin als einzige
Substanz eine Wirkung.
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4.3.  Versuchsreihe 2: Ischdmieversuche

Um den Einflu des Histamin-Hz2-Rezeptors im Herzgewebe auf eine Unterversorgung mit
Sauerstoff und Nahrstoffen beurteilen zu kénnen, wurden vergleichend isoliert perfundierte TG-
und WT-Herzen einer Ischdmie mit anschlieBender Reperfusion ausgesetzt, wie im Methodenteil
beschrieben. Die Kontraktionsdaten wurden uber den gesamten Versuchsverlauf aufgezeichnet.
Statistisch ausgewertet wurde die Herzfunktion vor Beginn der Ischdmie (basale Kontraktilitdt =
Ausgangslage) und am Ende der Reperfusionsphase kurz vor dem Einfrieren der Herzen.
Zusétzlich wurden verschiedene Zeitpunkte im Versuchsverlauf analysiert. Dies waren die
Zeitpunkte des halben Kraftabfalls Fi2 nach Einleitung der Ischdmie, des Auftretens der ersten
Arrhythmie in der Ischdmiephase, sowie die letzte Arrhythmie nach Beginn der Reperfusion.
AuBlerdem fand noch eine ,,Zeitkontrolle” (TC) statt. Die Herzen wurden Uber den gleichen
Zeitraum in der Langendorff-Apparatur ohne weitere Manipulation perfundiert, wie zuvor die

Ischdmie-Reperfusions-Versuche.
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Abbildung 18: Ischdmie, Reperfusion und Arrhythmie
Die Auswertung des Mechanogramms (A) zeigt den schnell stattfindenden halben Kraftabfall N

Y (a). Einige WT-Herzen zeigten starke Ischamie-Arrhythmien (b). Nach der Reperfusion hatten
TG und WT einen starken postischamischen Peak (c). Die Wildtypen erholten sich nach kurzer
Zeit (d). Bei den transgenen Herzen blieben allerdings haufig Reperfusionarrhythmien bestehen
(B). Das Andauern dieser Rhythmusstérung war damit bei TG langer, als bei WT (C). (* p< 0,05
vs. WT, arh. = Arrhythmie)

Wie in Abb. 18 gezeigt, fielen die Kontraktionskraft und die Herzfrequenz nach kurzer Zeit ab

und es stellten sich Arrhythmien ein. Der halbe Kraftabfall und die ersten Arrhythmien traten bei

beiden Gruppen zur gleichen Zeit ein, jeweils in den ersten 1-1,5 Minuten. Nach einer

Ischdmiedauer von 20 Minuten wurde die Perfusionspumpe wieder angestellt, eine deutliche

postischdmische Kraftzunahme war sowohl bei WT (51,4 £ 4,16 mN) als auch bei TG (56,4 =

6,08 mN) sofort nach Beginn der Reperfusion zu verzeichnen, etwas spater stabilisierten sich die
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Herzen. Vergleicht man nun die Kontraktionsdaten der Herzen am Ende der Reperfusionsphase
kurz vor dem Einfrieren, lasst sich keine Verdnderung zur jeweiligen Ausgangslage feststellen,
die Herzen beider Versuchsgruppen erholten sich vollstandig. Allerdings zeigt sich ein deutlicher
Unterschied zwischen den Zeitpunkten der letzten Arrhythmie nach Reperfusion bei TG und WT.
Die Wildtypen erholen sich im Schnitt nach 47,7 + 6,87 s vollstdindig von der Ischamie,
wohingegen sich bei den transgenen Mausen ein anderes Bild zeigt, dass 50% der transgenen
Herzen Arrhythmien bis zum Ende der Versuchsaufzeichnung haben und somit durch die
Ischédmie und Reperfusion langerfristig beeintréchtigt worden sind. Dadurch bedingt ergibt sich
eine durchschnittliche Erholungszeit von 482,00 s mit entsprechend groen Abweichungen (+
183,81 s).

Beim Vergleich der Zeitkontrolle TC mit den Ischamieversuchen konnte nach Ablauf der
Versuchszeit kein Unterschied bei den Kontraktionsdaten gemessen werden, was bedeutet, dal
es weder bei WT noch bei TG zu einer Schadigung des Herzens durch die Ischamie und
Reperfusion gekommen ist.

Tabelle 2: Ischdmie, Reperfusion und Zeitkontrolle

WT TG

Pre Post TC Pre Post TC

n=6 n=6 n=3 n=6 n=6 n=4
Kraft F 32,47 30,63 32,42 31,97 29,55 28,8
(mN) +3,54 +3,21 +1,28 +2,73 +1,82 +2,25
Frequenz BPM 313,67 328,17 274,95 417,67 401,67 409,3

+16,86 +19 +19,71 +16,72 +10,87 +22,19
Anspannungszeit T1 28 32 39 31 33 28
(ms) +1 +2 +7 +2 +2 +1
Erschlaffungszeit T2 48 45 29 41 45 36
(ms) +3 +6 +2 +3 +4 +4
Max. Kraftanstiegs- 3037,0 2389,67 1393,67 2679,0 2525,0 1444,5
geschwindigkeit dF/dt max +1197,5| +1169,45 +92,13 +573,87 +794,74 +216,84
Min. Kraftabfalls- -2780,33 -1970 -1263,67 -2669,0 -2589,0 -1679,25
geschwindigkeit dF/dt min +546,55 +612,3 +269,02 +472,14 +691,78 +484,29

Es wurden Messdaten vor der Ischamie (Pre) und am Ende der Reperfusionszeit (Post) erhoben.
Zusétzlich wurde eine Zeitkontrolle (TC) durchgeflhrt. Es ergaben sich keine Unterschiede in
den herzmechanischen Daten zwischen diesen Versuchsbedingungen.

4.4.  Genotypisierung
Zur Bestimmung des Genotyps wurde die genomische DNA der Mause isoliert in eine PCR
eingesetzt und die PCR-Produkte wurden im Agarosegel anhand ihrer Grolie aufgetrennt. Es
wurde ein Primerpaar eingesetzt, welches nur bei TG-Tieren ein PCR-Produkt entstehen lieR. Bei
Histamin-H2-Rezeptor-iberexprimierenden Mausen konnte daher eine Bande bei 555 bp
nachgewiesen werden, bei Wildtypen war diese nicht vorhanden. Bei fragwirdigen Ergebnissen

in den Langendorff-Experimenten fand eine erneute Genotypisierung statt, um auszuschlief3en,
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dal’ es eine Verwechslung der Tiere durch schlecht interpretierbare Ohrmarkierungen gegeben

hatte oder daB im Verlauf der Genotypisierung Proben verwechselt worden waren.

l Standard

Abbildung 19: Genotypisierung
Im UV-Betrachter konnte das zur Genotypisierung verwendete Gel ausgewertet werden.
Transgene DNA wurde so in der PCR geschnitten, dal? eine Bande bei 555 kb ersichtlich war.

4.5. Nachweis spezifischer Proteine
Zum Nachweis von spezifischen Proteinen wurden zuvor homogenisierte Herzproben in einer
SDS-Page nach ihrer Grolze im elektrischen Feld aufgetrennt. Mittels eines Western Blots wurde
die Information auf eine Zellulose-Membran tbertragen und durch Antigen-Antikérper-Reaktion
immunologisch nachgewiesen (siehe 3.4.). Mit dem Programm ImageQuant wurde die Intensitét
der Proteinbanden bestimmt und die Werte in Microsoft Excel statistisch ausgewertet. Um eine
Vergleichbarkeit verschiedener Blots zu erzielen und ungleiche Proteinbeladungen einzelner
Gelspuren auszugleichen, wurden die Banden der einzelnen Proteine jeweils als Quotient des

CSQ-Wertes des jeweiligen Blots dargestellt.
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Abbildung 20: Originale Western Blots
Fur SER16 und THR17 sind Banden-Signale bei WT mit ISO, TG mit ISO und TG mit HIS zu

erkennen. AulRerdem sind die Spuren des P-11 deutlich intensiver. Das trifft fir keine der anderen
Versuchsbedingung zu (A). In (B) ist eine Spur des gesamten PLB dargestellt, hier lieen sich
keine signifikanten Unterschiede feststellen. Beim P-Tnl konnten deutlich starkere Signale bei
den transgenen Versuchstieren festgestellt werden, als bei WT (C).

Um die positiv inotrope Wirkung des Histamins analog zu der des Isoprenalins nachzuweisen,
wurde der Phosphorylierungsgrad von PLB an Serin-16 (SER16) und Threonin-17 (THR17) in
den Proben analysiert (s. Abb. 20). Die PLB-Banden beider Phosphorylierungen sollten im
Bereich von unter 12 kDa zu finden sein. Fir Serin-16 konnte eine Phosphorylierung sowohl bei
TG, als auch bei WT unter dem EinfluB von Isoprenalin festgestellt werden. Beim transgenen
Mauseherz lag der Wert fiir SER16/CSQ bei 14,94 + 7,75, beim WT mit 35,54 + 6,23 hoher (siehe
Abb. 21A). Bei mit Histamin behandeltem Herzgewebe war nur eine SER16-Phosphorylierung
des PLB der transgenen Tiere nachweisbar, mit einem SER16/CSQ-Quotienten von 15,45 + 0,66.
Wildtypherzen zeigten unter Histaminzugabe keine PLB-Phosphorylierung, ebenso wenig die
anderen Versuchsbedingungen CTR, Cimetidin und Histamin + Cimetidin. Die Threonin-17-
Phosphorylierung von PLB wurde nur unter Histamin-Einfluss (HIS) und ohne Zugabe einer
Substanz (CTR) untersucht. Ein Nachweis von phosphoryliertem THR17 fand nur bei TG unter
vorheriger Behandlung mit Histamin statt (THR17/CSQ = 28,09 + 4,66). Kein Effekt konnte
jedoch bei WT unter Histamin oder bei WT und TG in der Bedingung CTR festgestellt werden
(Siehe Abb. 21).

Des Weiteren wurde die Phosphorylierung des Inhibitors 1 (P-11) untersucht, ein wichtiges
Protein in der Regulierung der Aktivitat der PP1 und somit der Umkehr der oben beschriebenen
positiv inotropen Effekte. Unter EinfluR von Histamin beziehungsweise bei CTR konnte P-11
sowohl bei WT (CTR: 24,49 + 6,34; HIS: 34,89 + 2,39) als auch bei TG (CTR: 27,79 + 3,57,
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HIS: 80,67 + 12,05) nachgewiesen werden, jedoch waren die Werte fir transgene Tierherzen
unter Histamineinfluss erhoht (Siehe Abb. 21C). Bei der Bestimmung des gesamten Gehalts an
Phospholamban (PLB) wurden keine Unterschiede zwischen transgenen und Wildtyp-Herzen

festgestellt, unabhéngig von der Behandlung der Herzen (Abb. 21D).
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Abbildung 21: Phosphorylierung des PLB und P-11

Eine Phosphorylierung an Serin-16 (SER16) fand man bei WT unter ISO und TG unter ISO oder
HIS (A). An der Stelle des THR17 fand diese auch nur bei TG HIS statt (B). Ebenso wurde ein
starkeres Signal fiir den Inhibitor 1 (P-11) bei TG HIS registriert (C). Die Werte des gesamten
PLB unterschieden sich nicht (D). (* p < 0,05 vs. WT, # p < 0,05 vs. CTR)

AbschlieBend wurde noch der Anteil des phosphorylierten (p-Tnl) am gesamten Troponin | (Tnl)
bei WT und TG unter Histaminzugabe und ohne Substanz (CTR) untersucht. Tnl konnte bei etwa
30 kDa auf der Membran nachgewiesen werden. In Abb. 20C ist ein Ausschnitt aus einem
Western Blot dargestellt. Es ist ein deutlicher Unterschied in der Intensitdt von Transgenen zu
Wildtypen sichtbar. TG maR in der Kontrolle CTR 84,34 + 7,53, wohingegen der Wildtyp bei
46,52 + 8,29 lag. Fir den Histamineffekt konnte aufgrund von fehlendem Probenmaterial leider
kein eindeutiges Ergebnis mehr bestimmt werden.

Zusammenfassend fand bei transgenen Herzen unter Histamineinfluss eine Phosphorylierung von
PLB an Serin-16 und Threonin-17 statt, ebenso eine Erhéhung der Inhibitor 1-Phosphorylierung.
Fur WT fand nur ein messbarer Effekt unter Isoprenalin, nicht aber unter Histamin statt. Ohne
Zugabe einer herzwirksamen Substanz wurden keine Veranderungen bei den hier untersuchten

Proteinen registriert. Der Gehalt an p-Tnl war im Herzgewebe von TG hoher als bei Wildtypen.
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5. Diskussion

5.1. Diskussion der Methoden

51.1. Genkonstrukt

Es sind bereits mehrere Studien mit a-MHC Promotern durchgefuhrt worden, die eine
herzspezifische Expression des jeweiligen Gens zur Folge hatten (Au et al. 2018; Froba et al.
2018; Kohler et al. 2013). Jedoch ist das Ausmald der Expression und somit die Rezeptordichte
des hier exprimierten Histamin-Hz-Rezeptors noch nicht genauer bekannt. Dies liegt unter
anderem auch daran, daf3 es aktuell keinen kommerziellen Antikdrper gibt, mit dem der Rezeptor
nachweisbar ware. Ein vergleichbares Problem trat auch bei der kardialen Expression des 5-HTs-
Rezeptors auf (Gergs et al. 2010). Vorteil des verwendeten Modells ist allerdings, dal? die CD1-
Wildtypmause keine funktionellen wirksamen Histamin-Hz-Rezeptoren im Herzen exprimieren,
wahrend er im transgenen Mausmodell Gberexprimiert und funktionell nachweisbar ist. Auf diese

Weise lassen sich differenzierte Aussagen tétigen.

5.1.2. Tiermodell

Auch wenn selten ein direkter Riickschluss von einem Tierexperiment egal welcher Art auf den
Menschen getroffen werden kann, bietet es einige Vorteile. So steht Herzgewebe des Menschen
nur selten zu experimentellen Zwecken zur Verfligung. Besonders wichtig fir Studien ist immer
die Vergleichbarkeit, wobei eine Kontrolle tiber die Versuchsbedingungen unerlésslich ist. Dabei
ist vor allem auch der Ausgangszustand des jeweiligen Untersuchungsmaterials gemeint. Im
Gegensatz zu menschlichen Herzpraparaten ist am Tiermodell die Mdoglichkeit gegeben, Alter,
Geschlecht, Gesundheitszustand und Lebensweise der Tiere festzulegen. Ebenfalls kann durch
Routine bei Entnahme und extrakorporaler Lagerungszeit eine vergleichbare Ausgangssituation
geschaffen werden. Dazu kommt, dal bei einigen Tieren, wie auch hier bei der Maus, das Herz
als Ganzes untersucht werden kann, wohingegen das beim Menschen Ublicherweise nur mit
Gewebeproben méglich ist. Letztlich gilt es zu erwahnen, dall humanes Herzgewebe oft nur von
Herzen mit VVorerkrankung entnommen werden kann, z.B. im Zuge einer notwendigen Operation.
Tiermodelle bieten viele Mdglichkeiten der Analytik, insbesondere im Bereich der
Grundlagenforschung, wobei natirlich immer Uber die klinische Anwendbarkeit diskutiert
werden muss. Dieses Tiermodell kann Hinweise auf die Situation im menschlichen Herzen

liefern.

5.1.3. Langendorff-Methode

Bei der Technik nach Langendorff werden ganze Herzen dem Tier entnommen und in einer
Perfusionsanlage unter Né&hrstoff- und Sauerstoffzufuhr {ber einen l&dngeren Zeitraum
funktionstlichtig gehalten. Bei dieser komplexen Methode kann es im Ablauf zu verschiedenen

Fehlerquellen kommen. Es ist unerlésslich, einem strikten Protokoll der Reinigung und
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Erneuerung von Material zu folgen, um eine Kontamination oder einen Eintrag von Partikeln, die
die Koronargefél3e verschlieBen kdnnten, weitestgehend ausschlieRen zu kénnen.

Im ersten Schritt, der Anéasthesie, wurden die Tiere mit Pentobarbital betdubt. Dieses Medikament
wird unter anderem auch zur Euthanasie in der Veterindrmedizin verwendet. Segal und Kollegen
(Segal et al. 1990) zeigten, dal’ sich Rattenherzen unter Pentobarbitalnarkose in Bezug auf die
Inotropie und dP/dtmax anders verhielten, als nicht-narkotisiert, was wiederum bei der klinischen
Vergleichbarkeit beachtet werden muss. Allerdings muss ganz klar betont werden, dal heute eine
Organentnahme ohne volistdndige Anésthesie keine ethische oder rechtliche Maglichkeit ist.
Abgesehen davon kommt es bei Organentnahme und Prdparation immer zu einer kurzen Phase
der Ischamie, die sich zwar minimieren, aber nicht vollstdndig umgehen l&sst. Je nach Dauer der
Ischamie und Auswirkungen auf das Herzgewebe lassen sich unterschiedliche Arten von
Ischamie-Schaden einteilen. Ein méglicher solcher Schaden ist das stunned myocardium, also das
betdubte Myokard. Nach einer kurzen Phase der Sauerstoffunterversorgung erholt sich das Herz
wieder vollstandig (laizzo 2005). Dementsprechend sollte es zu keinen Auswirkungen fiir den
weiteren Versuchsablauf kommen. Jedoch kann es sein, dalR durch die kurze Ischdmiezeit bei der
Entnahme des Organs schon eine sogenannte ischdmische Prakonditionierung stattgefunden hat.
Murry und Kollegen (Murry et al. 1986) legten nahe, dal kurze ischdmische Phasen vor einer
langeren einen positiven Effekt auf die Ischdmievertraglichkeit hatten. Ob diese
Prékonditionierung durch Ischamie tatséchlich stattfindet, wird seit L&ngerem diskutiert und ist
immer noch unklar (Mikhail et al. 2003). Eine Problematik der Langendorff-Methode ist
ebenfalls, dal? schon eine winzige Luftblase wahrend des Einhédngvorgangs des Herzens an die
Anlage zur Embolie fiihren kann, zudem kann ein kleiner Rest Blut einen Thrombus verursachen.
Die Wahrscheinlichkeit beider Félle kann durch sorgfaltiges Arbeiten verringert werden,
abgesehen davon auliern sich diese Ereignisse in der Regel schon kurz nach Beginn des Versuchs
und sind in der Aufzeichnung sichtbar. Auch kann es im Zuge der Praparation zu Schdden am
Gewebe kommen, die eventuell nicht auf den ersten Blick im Mechanogramm ersichtlich sind.
Da aullerdem der Ventrikel selbst nicht gefullt ist, kann es zu abnormen dreidimensionalen
Ausdehnungen des Herzens kommen. Dieser Umstand kann Messdaten beeinflussen und
Koronararterien verschlief3en (laizzo 2005). Ein anderes Problem der fehlenden Ventrikelfullung
ist, daR zwar das Herz mit einer 37°C warmen Fliissigkeit perfundiert wird, allerdings nur an einer
kleinen Kontaktflache. Ob also im gesamten Gewebe eine gleichméRige Temperatur herrscht,
l&sst sich nur schwer bestimmen. Letztlich zu erwahnen ist noch der konstante Fluss. In dieser
Versuchsreihe wurde mit einem konstanten Fluss von 2 ml/min gearbeitet, was durch eine
Peristaltikpumpe mit Flussmessgerat sichergestellt wurde. Das Problem mit konstanten
Flussmodellen ist allerdings, daf dieser nicht automatisch an einen akut erhéhten Bedarf des
Herzens angepasst wird und somit zu einer funktionellen Ischdmie fiihren kann. Ebenfalls konnte

auch ein zu hoher Fluss zu einer Odembildung im Gewebe fiihren (Dhein et al. 2005).
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Trotz einiger Schwierigkeiten, die die Langendorff-Methode mit sich bringt, ist es eine etablierte
Methode in der experimentellen Herzforschung. Ein Grund daflr ist, dal sich Herzen
unterschiedlicher Spezies isoliert, aber unter anndhernd physiologischen Bedingungen weiter in
Funktion halten lassen. Das Herz ist ein, wenn nicht sogar das, zentrale Organ unseres Kreislaufs
und steht unter standiger hormoneller und vegetativer Kontrolle. Zusétzlich ist die Wirkung von
Histamin auf den Organismus komplex und bis heute nicht in allen Aspekten verstanden. Allein
unter immunologischen Gesichtspunkten ware es schwer, die kardialen Effekte von Histamin in
vivo zu beurteilen. Daher eignet sich fir Untersuchungen, die organspezifische Effekte genauer
beleuchten wollen, dieses in vitro Modell nach Langendorff besonders (Owen 1977). Einfacher
zu handhaben wéren eventuell noch Versuche an isolierten Vorhdfen (Au et al. 2018). Allerdings
ist die Verteilung, sowie der Effekt kardialer Histaminrezeptoren von Vorhof zu Ventrikel zum
Teil sehr unterschiedlich und die Aussagekraft reiner Vorhofexperimente begrenzt (siehe 1.2. und
1.3)).

5.2. Diskussion der Ergebnisse

5.2.1. Tiermodell

In den durchgefiihrten Untersuchungen konnten keine Unterschiede zwischen TG und WT
festgestellt werden, wie bereits beschrieben, erfolgte die Differenzierung nur anhand des
Genotyps. Der Histamin-Hz-Rezeptor kommt in einigen anderen Geweben vor, damit ist er auch
fir viele weitere Prozesse im Korper verantwortlich (Vgl. 1.). Ein Review von Schneider und
Kollegen (Schneider et al. 2014) aus dem Jahr 2014 beschéftigt sich mit dem aktuellen
Wissensstand von Histamin-Hi- und Histamin-Hz-Rezeptor-Knockout-Tiermodellen in Bezug
auf Verhaltensanderung wie zum Beispiel Lernen, Bewegung, circadiane Rhythmen oder
Nahrungsaufnahme. Hier kommt man zu dem Schluf3, dal Auswirkungen von Histamin-Ha- oder
H2-Rezeptor-Knockout definitiv vorhanden sind, wahrend die Studienlage zu Histamin-H:-
Rezeptoren und Verhalten allerdings besser ist, als zu Histamin-Hz-Rezeptoren. Da eine
Verringerung der Histamin-Rezeptordichte Auswirkungen auf den Organismus zu haben scheint,

konnte auch eine Uberexpression dieser Rezeptoren physiologische Veranderungen hervorrufen.

5.2.2. Langendorff-Versuchsreihe 1: Agonisten-Antagonisten-Versuche

In dieser Versuchsreihe waren isolierte, vollstdndige Herzen von transgenen Tieren und Wildtyp-
M@usen in einer Langendorff-Apparatur mit unterschiedlichen Substanzen perfundiert worden.
Im Vergleich zu Wildtypen hatten Histamin-Hz-Rezeptor-tberexprimierende Mauseherzen eine
basal hohere Schlagfrequenz, begleitet von einer Verkiirzung der Anspannungszeit T1 sowie der
Erschlaffungszeit T2. Ebenso war dP/dt max erhéht, beziehungsweise der Minimalwert erniedrigt.
Die in der Ausgangslage entwickelte Kontraktionskraft lag allerdings unter dem Kraftwert der
CD1-Wildtypen. Milano und Kollegen (Milano et al. 1994) bestimmten die Herzfrequenz und die
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Kontraktionskraft rechter Vorhdfe von pz-Adrenorezeptor-uberexprimierenden Mausen im
Vergleich zu Wildtypen. Sowohl die Herzfrequenz, als auch die Kontraktionskraft, waren bei den
transgenen Tieren in der Ausgangssituation erhoht. In vivo zeigte sich ebenfalls basal eine
deutlich hohere Herzfrequenz. Vergleichbar wéaren also nur die Werte fur die Frequenzwerte.
Allerdings handelt es sich bei der hier durchgefiihrten Untersuchung zu Histamin-Hz-Rezeptor-
Uberexpression um eine Langendorff-Versuchsreihe mit isolierten, vollstindigen Organen.
Ergebnisse kdnnen daher abweichen. In einer anderen Studie von Bittner und Kollegen (Bittner
et al. 1997), welche zwar an isolierten Herzen von WT und TG, aber auch mit B2-Rezeptor-
Uberexpression, stattfand, waren die basalen Frequenzwerte der TG ebenfalls gegentiber denen
der WT erhoht.

Die Herzen beider Versuchsgruppen, WT und TG, wurden mit 1 uM lIsoprenalin, einem nicht-
selektiven [B-Agonisten, perfundiert. Bei WT-Méausen kam es zu einer Steigerung der
Kontraktionskraft, der Herzfrequenz und der Kontraktionsgeschwindigkeit, ebenso zu einer
Verringerung von Ti, T2 und dF/dtmin. Dies entspricht friheren Ergebnissen fir eine
Isoprenalingabe an Langendorff-WT-Herzen (Fahrion und Neumann 2017). Bei TG kam es zu
dhnlichen Ergebnissen, allerdings war keine Verdnderung von Ti und T2 messbar. Liu und
Kollegen untersuchten 2002 (Liu et al. 2002) Bz-Adrenorezeptor-lberexprimierende Mausherzen,
die eine gestorte inotrope Reaktion auf Histamin zeigten. Nach 14-tdgiger Applikation
verschiedener  f-Adrenorezeptorblocker war der inotrope Effekt durch Histamin
wiederhergestellt. Die Autoren schlussfolgerten aus ihren Versuchen, dal nicht die spontane
Aktivitat des Uberexprimierenden B2-Adrenorezeptors, sondern seine Besetzung durch Agonisten
zur Aktivierung des PKA-Signalweges und zu dem verminderten Histamineffekten fuhrte. Dal}
andersrum eine  Histamin-Hz-Rezeptor-Uberexpression zu einer verminderten Pz-
Adrenorezeptor-Wirkung flhrt, konnte in der vorliegenden Arbeit nicht gezeigt werden.
Isoprenalin I0ste an TG-Herzen einen positiv inotropen und chronotropen Effekt aus.

Die Gabe von 1 uM Histamin hatte auf isolierte WT-Herzen keinen Effekt. Dies entspricht den
Versuchen von Goren und Kollegen (Goren et al. 1994), hier war die minimale
Histaminkonzentration, die einen Effekt zur Folge hatte, 10-s M. Bei transgenen Tierherzen kam
es jedoch zu einer Zunahme der Kontraktionskraft, dieser positiv inotrope Effekt wurde nicht nur
an ganzen Herzpréparationen, sondern auch an linken VVorhéfen und isolierten Cardiomyozyten
mit Histamin-Hz-Rezeptor Uberexpression nachgewiesen (Froba et al. 2018; Meister et al. 2014).
Bei den Versuchen von Milano und Kollegen (Milano et al. 1994) an B-Adrenorezeptor-
Uberexprimierenden Mausen zeigten isolierte rechte Vorhofe eine basal hohe Kraft- und
Frequenzentwicklung, die sich unter Stimulation mit Isoprenalin nicht steigern lieR, dies liel’ sich
in den hier durchgefiihrten Versuchen mit Histamin-H2-Rezeptoren also nicht analog bestétigen,
nur die Herzfrequenz liel3 sich durch Histamingabe nicht weiter steigern. Ebenso war in eine

Steigerung von dF/dtmax, Sowie eine Verringerung von dF/dtmin und T2 zu verzeichnen. Der
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deutliche Unterschied in den Effekten auf Wildtypen und transgenen Mausen auf Histamin zeigt
auRerdem, daR der Histamin-Hz-Rezeptor erfolgreich berexprimiert wurde.

Die Blockade des Histamineffekts unter gleichzeitiger Perfusion mit Cimetidin ist bereits bekannt
und beschrieben (Kohler et al. 2013). Unter beiden Versuchsbedingungen mit 100 uM Cimetidin
zeigte zudem sich eine Frequenzabnahme bei den transgenen Mé&usen. Bei alleiniger Gabe von
Cimetidin (CIM) war zuséatzlich T1verkirzt, in Kombination mit Histamin (HIS+CIM) hingegen
nur Te.

Worin ist die beschriebene verdnderte Herzmechanik der Histamin-Hz-Rezeptor-
uberexprimierenden Mé&usen begriindet? In der dazu analogen Studie mit kardialer B2-Rezeptor-
Uberexpression von Milano und seiner Arbeitsgruppe (Milano et al. 1994) wurde nahegelegt, dal
eine Wirkung endogener Katecholamine auf eine gesteigerte Menge an Rezeptoren als Ursache
flr diese gesteigerte Aktivitédt ausgeschlossen werden sollte, etwa weil die Behandlung mit einem
externen neutralen Agonisten, welcher die Rezeptorbindungsstellen vollstdndig besetzte und
damit die endogenen Katecholamine verdréngte, ohne eine Wirkung zu erzeugen, keine Senkung
der basal hohen Aktivitat hervorrief oder ebenso eine Antagonisierung zu keiner Senkung behalf.
Jedoch reduzierte ein inverser Agonist sehr wohl die gesteigerten Werte in Richtung Kontrolle.
Ursache konnte also die in 1.4. beschriebene basale Aktivitat G-Protein-gekoppelter Rezeptoren
sein. Was lasst sich daraus fiir die hier untersuchte Histamin-Hz-Rezeptor-Uberexpression
schlieRen? Fur diese Theorie wiirde die hohe Herzfrequenz, ebenso die verénderten Werte fur
Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit im Vergleich zum Wildtyp sprechen. Auch die
verkirzten Anspannung- und Erschlaffungszeiten passen dazu. Dazu kommt noch die Wirkweise
des Cimetidins als inverser Agonist, indem es die basal hohe Herzfrequenz senkt (Monczor et al.
2003). Bei der Inotropie scheint es sich jedoch anders zu verhalten. Zundchst befindet sich der
Wert der anfanglichen Kontraktionskraft unter dem des Kraftwertes der Wildtypen. Auch findet
eine weitere Zunahme unter Histamin statt, wobei es zu keiner Abnahme der Kraft unter

Cimetidin kommt.

5.2.3. Langendorff-Versuchsreihe 2: Ischamieversuche

Im Zuge der Ischdmie-Versuchsreihe wurden die isolierten Herzen von Wildtyp-Tieren und
Transgenen in einer Langendorff-Apparatur nach einer etwa 20-minitigen Aquilibrierungsphase
einer Stop-Flow Ischdmie von 20-min(tiger Dauer unterzogen, daraufhin folgte eine Reperfusion
von 15 Minuten. Ebenso wurde eine sogenannte ,,Zeitkontrolle* durchgefiihrt, die Herzen wurden
flr die gleiche Zeitspanne permanent perfundiert. Bei den Wildtypen konnten nach Ischdmie und
Reperfusion keine Verdnderungen registriert werden, weder zur Ausgangslage, noch zur
Zeitkontrolle.  Die  herzmechanischen  Daten  zeigen  keine  Anderung  und
Reperfusionsarrhythmien traten nur kurzzeitig auf. Diese Ergebnisse stimmen mit denen von He
und Kollegen aus dem Jahr 2012 (He et al. 2012) Uberein, hier bildeten sich bei Wildtypen die
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Arrhythmien bis eine Minute nach Reperfusion zurtick. Bei Histamin-Hz-Rezeptor-
Uberexpimierenden Tieren bleiben in einigen Versuchen Arrhythmien nach Reperfusion
allerdings im gesamten Aufzeichnungszeitraum von 15 Minuten bestehen, die Zeitspanne bis
Erreichen des Sinusrhythmus unterschied sich. Ergebnisse mehrerer Studien legen nahe, daR der
Histamin-H2-Rezeptor bei pathologischen Vorgéangen wie Ischdmie und Reperfusion eine Rolle
spielt. Dai (Dai 1989) setzte Langendorff-Rattenherzen einer Hypoxie, jedoch ohne Reperfusion,
aus. In Herzen mit Histamin-Vorbehandlung setzten ventrikulare Tachyarrhythmien friiher ein
als ohne. Dem Histamin-H2-Rezeptor wurde dafir eine entscheidende Rolle beigemessen.
Asanuma und Kollegen zeigten (Asanuma et al. 2006), daB sich eine Blockade von Histamin-Hz-
Rezeptoren als kardioprotektiv bei Ischdmie und Reperfusion erwies. Luo und Kollegen (Luo et
al. 2013) hingegen unternahmen Versuche mit Histamin-Hz-Rezeptor-KO-Mausen: die
InfarktgréRe nach Ischdmie und Reperfusion war kleiner, als bei Wildtypen. Ebenso zeigten
isolierte linke Vorhofe mit Histamin-Hz-Rezeptor-Uberexpression, welche eine 30-miniitige
Hypoxiephase durchlaufen hatten, bei der Reoxygenierung eine schnellere Erholung der
Kontraktionskraft als die Wildtypen (Au et al. 2018). Zu diskutieren gilt in diesem
Zusammenhang ebenfalls, daR die Prozentzahl der Basalarrhythmien fur TG mit 70% hdéher lag,
als bei WT mit 48%. Darin konnte die Ursache der gemessenen Arrhythmien liegen. Jedoch sollte
bedacht werden, daR die Arrhythmiehaufigkeit in der Aquilibrierungsphase bestimmt wurde, die
Phase, die den Herzen zur Erholung nach der Praparation zur Verfiigung stand. Fraglich bleibt
aulBerdem, ob es durch die Entnahme der Herzen und die dabei unterbrochene
Sauerstoffversorgung zu einer Phase der prédischdmischen Konditionierung gekommen sein
konnte (Lawson et al. 1993). Abgesehen davon missen Temperaturschwankungen im
Herzgewebe beachtet werden: Zwar wurde jedes Herz mit einer auf 37°C erwédrmten
Nahrflussigkeit perfundiert, aber diese Zufuhr wurde bei der Ischdmie abgestellt und das Herz
kiihlte auf Raumtemperatur ab. Ning und Kollegen (Ning et al. 1998) untersuchten die
Auswirkungen von Temperaturunterschieden bei Ischdmie und Reperfusion: Herzen in den
Gruppen von 4-30°C zeigten keinen Unterschied in der Erholung, bei 34°C war der Zustand der
Tierherzen jedoch deutlich herabgesetzt. Da hier die Herzen wahrscheinlich unter 30°C abgekiihlt
waren, ware dies eine Erklarung fir die vollstandige Erholung nach Ischdmie und die geringen
bis nicht vorhandenen Unterschiede zwischen WT und TG. In vivo wéaren durch eine Histamin-
H2-Rezeptor-Uberexpression also eventuell andere Ergebnisse zu erwarten, als in diesem in vitro-

Versuch, die Folgen von Ischdmie und Reperfusion kénnten gravierender ausfallen.

5.2.4. Proteinexpression und -phosphorylierung
Die Herzen von Histamin-H2-Rezeptor-tberexprimierenden Mé&usen und Wildtypen wurden im
Anschluss an die Langendorff-Versuche eingefroren und die Expression bzw. Phosphorylierung

wichtiger kardialer Proteine mittels Western Blot untersucht.

42



Um den Aktivitatszustand des Phospholambans zu untersuchen, wurde in WT- und TG-Herzen
spezifisch deren Serin-16- und Threonin-17-Phosphorylierung analysiert (Vgl. 1.4.). Eine Serin-
16-Phosphorylierung von PLB wurde fir transgene Tiere nach Vorbehandlung mit Isoprenalin
(ISO) und Histamin (HIS) gefunden. Die Wildtypen reagierten nur auf I1SO. Es ist bekannt, daf3
der Histamin-H2-Rezeptor Gber den Gs-Signalweg, cCAMP und PKA am Herzen wirkt (Wellner-
Kienitz et al. 2013). Uber diesen Signalweg vermittelt auch das Noradrenalin seine Effekte, diese
sind sehr gut erforscht. AufRerdem ist bekannt, dal$ PLB an Serin-16 unter adrenerger Stimulation
durch die PKA phosphoryliert wird und so positiv inotrope Effekte erzielt werden (Kranias and
Hajjar 2017). In der vorliegenden Arbeit wurde in Bezug auf die PLB-Serin-16-Phosphorylierung
dieser Signalweg auch fur den Histamin-Hz-Rezeptor bestétigt.

Des Weiteren wurde die PLB-Phosphorylierung an Threonin-17 untersucht. Diese Aminosaure
des Phospholambans wird durch die Calcium-Calmodulin abhéangige Proteinkinase Il
phosphoryliert und ist somit von einem Calciumionen-Anstieg in der Zelle abhéngig (Kranias and
Hajjar 2017; MacLennan and Kranias 2003). Bei der Auswertung der Westen Blots konnte bei
mit Histamin perfundierten transgenen Herzen diese Threonin-17-Phosphorylierung von PLB
nachgewiesen werden, nicht jedoch bei Wildtypen oder CTR. Somit ist auch dieser Signalweg
flr Histamin Uber den Histamin-Hz-Rezeptor nachgewiesen worden. Der intrazellulére
Calciumanstieg kommt Gs-vermittelt iber LTCC, gefolgt von einer Calciumfreisetzung aus dem
SR und durch Gq aus intrazellularen Speichern zustande (Wellner-Kienitz et al. 2013).

Wie schon in 1.4. dargestellt, fallt dem Inhibitor 1 (11) bei der Aufrechterhaltung der
Phospholambanwirkung eine wichtige Rolle zu. Der durch PKA phosphorylierte und damit
aktivierte 11 vermindert die Aktivitit der Protein-Phosphatase 1, wodurch die
Dephosphorylierung von PLB verzégert wird und somit das B-adrenerge Signal verstarkt wird
(Ikeda et al. 2008). Unter Histaminstimulation konnten in den hier durchgefiihrten Versuchen ein
stérkeres Signal des Inhibitor 1 fur TG festgestellt werden, als es fur WT oder CTR der Fall war.
Auch dieser Effekt des Histamin-Hz-Rezeptors wurde dadurch bewiesen.

Zuletzt wurde der Gehalt an phosphoryliertem Troponin I, einem weiteren wichtigen Regulator
der Lusitropie, untersucht. Hierbei konnten keine aussagekraftigen Daten fir die
Histaminwirkung erhoben werden. Zu erwarten wére eine Analogie zur adrenergen Stimulation
gewesen. Solaro und seine Arbeitsgruppe zeigten, daB es unter Katecholamin-Einfluss zu einem
Anstieg des phosphorylierten Tnl kommt (Solaro et al. 1976). In der hier vorgestellten
Untersuchung war allerdings die Expression von Tnl bei transgenen Tieren im Vergleich zu
Wildtypen deutlich erhéht. Eine mégliche Erklarung kénnte in einem beginnenden adaptiven
Prozess der Nagetierherzen liegen: durch die basal erhdhte Herzfrequenz kénnte es zu einer

reaktiven Hypertrophie kommen.
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5.3. Fazit

Es konnten Unterschiede zwischen in isolierten Herzen von TG und WT festgestellt werden.
Unter basalen Bedingungen unterschieden sich die Herzen in allen erhobenen Daten voneinander.
Die Vermutung liegt nahe, daf die im Vergleich zum nicht-transgenen Tier erh6hte Herzfrequenz
auf einer basalen Aktivitat des Histamin-Hz-Rezeptors beruht. Dafiir sprechen die Wirkungen von
Histamin und Cimetidin in den Agonisten-Antagonisten-Versuchen, sowie analoge
Versuchsreihen bei anderen transgenen Tiermodellen mit B-Rezeptor-Uberexpression (siehe
5.2.2). Um den hier beschriebenen Rezeptor am Herzen unabhdngig von neuronalen und
humoralen Einfliissen untersuchen zu kdénnen, stelle sich die Langendorff-Methodik als geeignet
dar.

Um einen Gewebeschaden an den Mausherzen auszul@sen, reichte die in dieser Versuchsreihe
durchgefuhrte Dauer der Ischamie nicht aus. Ebenfalls konnte kein Reperfusionsschaden
detektiert werden. Eine ladngere oder wiederholt durchgefihrte ischdmische Phase
(Prakonditionierung) wére in einer weiteren Versuchsreihe sinnvoll. Um die Histaminfreisetzung
wéhrend einer Ischdmie in vivo zu simulieren, konnte eine Histaminperfusion in der
Reperfusionsphase erganzt werden. Abgesehen davon kann, wie in 5.2. diskutiert, von den hier
durchgefuhrten in vitro-Versuchsreihen nicht direkt auf ein Ergebnis in vivo geschlossen werden.
Allerdings konnten Hinweise auf eine niedrigere Schwelle fur Reperfusions-Arrhythmien der
transgenen M&useherzen gefunden werden.

Mittels biochemischer Labormethoden konnte nachgewiesen werden, dafl durch Histamin-Hz-
Rezeptor-Aktivierung, analog zur sympathischen Innervation, in der Maus mehrere Proteine

phosphoryliert werden, mit der Folge eines positiv inotropen Effekts.

5.4. Klinischer Ausblick und Anwendbarkeit

5.4.1. Histamin-H2-Rezeptor-Uberexpression

Das pathologische Potenzial des Histamins, in der Genese kardialer Arrhythmien, vermittelt Giber
den Histamin-Hz-Rezeptor, ist schon langer bekannt (Trzeciakowski und Levi 1981). Daher ist es
sicherlich sinnvoll, diesen Rezeptor in transgenen Tiermodellen isoliert untersuchen zu kénnen.
Allerdings hat die hier charakterisierte Histamin-Hz-Rezeptor-Uberexpression auch andere
Hintergrinde. Physiologisch kann es zu einer vermehrten Rezeptordichte oder -expression
kommen, der sogenannten Up-Regulation. Ein solches ist zum Beispiel bei langerer Gabe von
Histamin-H2-Rezeptor-Blockern in Parietalzellen beobachtet worden (Takeuchi et al. 1999).
Zusétzlich ist fur die Expression des Histamin-Hz-Rezeptor bekannt, dal’ diese -im Gegensatz
zum Histamin-Hai-Rezeptor- abhéngig ist von der vorhandenen Menge endogenem und exogenem
Histamins (Fitzsimons et al. 2001). Auch auf genetischer Ebene spielt die Histamin-Rezeptor-
Aktivitat eine Rolle. Preuss und Kollegen (Preuss et al. 2007) zeigten, daB eine Punktmutation im

Histamin-H2-Rezeptor-Gen die basale Rezeptoraktivitat sowie den EinfluR von Liganden
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verandern kann. Derartige Mutationen waren auch im Menschen denkbar. Da Histamin, wie in
der Einleitung dargestellt, ein ubiquitdr vorkommendes Amin ist und in einer durchschnittlichen
Erndhrungsweise hdufig aufgenommen wird, kénnten selbst kurzzeitige Veradnderungen der
Rezeptoraktivitat funktionelle Auswirkungen haben. Um die verschiedenen Aspekte mit dem
Schwerpunkt Herzfunktion zu untersuchen, ist das hier verwendete Tiermodell besonders

geeignet.

5.4.2. Stop-Flow-1schamie

Auch wurde die Beteiligung des Histamin-H2-Rezeptors bei Ischamie/Reperfusion-Schaden am
Herzen schon haufiger diskutiert. Zum Beispiel sprechen sowohl die Gruppe um Asanuma , als
auch He und Kollegen einer Histamin-Hz2-Rezeptor-Blockade einen von B-Adrenorezeptor-
Blockern unabhangigen protektiven Effekt zu (Asanuma et al. 2006; He et al. 2012). Dieses
Wissen konnte durch die vorliegende Arbeit um die Rolle der basalen Histamin-Hz-Rezeptor-
Aktivitat im arrhythmogenen Geschehen ergénzt werden. Auch wenn eine Stop-Flow Ischdmie
an explantierten Herzen, wie sie hier an der Langendorff-Apparatur durchgefiihrt wurde, ein gut
durchftihrbares Modell fir ischdmische Herzkrankheiten darstellt, ist sie in der Regel nicht
physiologisch, da es beim Patienten Ublicherweise nur zu einer partiellen Ischamie infolge eines
Myokardinfarkts kommt. Am ehesten physiologisch ist die Stop-Flow Ischdmie des Langendorff-
Modells bei Organtransplantation. Auch werden die Methoden der Erhaltung isolierter Organe
durch ex vivo-Perfusion auf explantierte Herzen angewandt (Tsutsumi et al. 2001; Xin et al.
2017).

5.4.3. Kardiale Histamin-Hz-Rezeptor-Signaltransduktion

In der vorliegenden Arbeit wurde zudem mittels Western Blot und immunologischem Nachweis
die Phosphorylierung verschiedener Zielproteine im Zusammenhang positiv inotroper Effekte
untersucht. Histamin ist ein Ko-Transmitter im sympathisch-vegetativen System (Vgl. 1.1.). Mit
der Erkenntnis, dafl Histamin die gleichen Proteine aktivieren kann, wie die adrenerge
Reizleitung, spricht das fiir dessen Rolle in der Therapie kardialer Erkrankungen. Ein wichtiges
Beispiel dafur ist die chronische Herzinsuffizienz, welche unter anderem eng mit der Funktion
des Phospholambans verbunden ist (Marks 2013). Mehrere Studien sprechen dem Histamin-Hz-
Rezeptor-Antagonismus eine kardioprotektive Rolle im Zusammenhang mit dieser Erkrankung
zu, zum Teil auch unabhéngig von B-Adrenorezeptorblockern (Adelborg et al. 2018; Kim et al.
2006; Takahama et al. 2010; Zeng et al. 2014). In der hier vorliegenden Arbeit wurde auch eine
gesteigerte basale Aktivitat des Histamin-Hz-Rezeptors gezeigt, die unter physiologischen
Bedingungen vorkommen kann (Vgl. 5.4.1.). Eine Up-Regulation des Rezeptors wirde auch mit
einer gesteigerten Aktivierung seiner Signalwege einhergehen. Auch wenn die aktuelle

Studienlage zu diesem Thema strittig ist, konnte eine Uberaktivierung der PKA oder der Calcium-
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Calmodulin abhingige Proteinkinase 1l durch Uberphosphorylierung zum Bild der

Herzinsuffizienz beitragen (lkeda et al. 2008).

6. Zusammenfassung
Histamin ist ein an vielen Funktionen im Koérper beteiligtes biogenes Amin. Es vermittelt seine
Wirkung Uber vier bekannte Rezeptoren, Histamin-Hi- bis -Hs-Rezeptoren. Der Histamin-Hz-
Rezeptor vermittelt am Herzen verschiedener Spezies, unter anderem auch Maus und Mensch,
einen positiv inotropen und chronotropen Effekt. Abgesehen davon ist er in die Genese einiger
Kardiopathien involviert, zum Beispiel bei der Entstehung von Herzrhythmusstérungen oder der
Herzinsuffizienz. Nachdem es schon einige Untersuchungen zum Thema pathologische
Histaminwirkung gibt und ebenfalls ein Histamin-H2-Rezeptor-KO-Mausmodell, war es nun Ziel
dieser Arbeit, die kardiale Uberexpression des Histamin-Hz-Rezeptors zu untersuchen und néher
zu charakterisieren. Dazu wurde ein transgenes Mausmodell verwendet, bei dem Mé&use der Linie
CD1 einen humanen Histamin-Hz2-Rezeptor exprimierten. Um sicherzustellen, daR dieser
Rezeptor nur am Herzen exprimiert wird, wurde das H2-Rezeptor-cDNA unter Kontrolle eines -
MHC-Promoter in das Mausgenom eingeschleust. Fir die weiteren Versuche wurden die so
generierten Histamin-Hz-Rezeptor-transgenen Tiere (TG) und CD1-Wildtypen (WT), welche hier

funktionell keine nachweisbaren Histamin-Hz-Rezeptoren am Herzen haben, verwendet.

Zwei Versuchsreihen fanden in vitro an einer Langendorff-Apparatur statt, an welcher die
isolierten, ganzen Mduseherzen flir einen gewissen Zeitraum extrakorporal am Leben gehalten
werden konnten. In Versuchsreihe 1 wurden den Herzen verschiedenen herzwirksame Pharmaka
verabreicht, wie 1 pM Isoprenalin, ein B-Adrenorezeptoragonist, um die Funktion des B-
Rezeptor-Effekts zu testen. AulRerdem wurde 1 uM Histamin verwendet, um das funktionelle
Vorhandensein des transgen exprimierten Histamin-H2-Rezeptors im Vergleich zum Wildtyp
aufzuzeigen und den Histamineffekt am TG zu beobachten. Zur Antagonisierung des
Histamineffekts wurden 100 uM Cimetidin, ein inverser Histamin-Hz-Rezeptor-Agonist, genutzt.
In der zweiten Versuchsreihe wurden die Langendorff-Herzen nach einer Stabilisierungsphase
einer 20-mindtigen Stop-Flow-1schamie unterzogen und anschlieBend reperfundiert. Die
unterschiedlichen Auswirkungen einer Ischdmie auf Wildtypen und Transgene sollten untersucht
werden. Nach beiden Versuchsreihen wurden die Tierherzen in fliissigem Stickstoff eingefroren
und zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. Um die Mechanismen des Histamins (iber den
Histamin-H2-Rezeptor noch genauer zu definieren, wurden diese Herzen einer weiterfiihrenden
biochemischen Untersuchung (Western Blot) unterzogen. Zur Charakterisierung des positiv
inotropen Histamineffekts wurden folgende Proteine bzw. deren Phosphorylierung bestimmt: Das
gesamte Phospholamban, sowie das an Serin-16 und Threonin-17 phosphorylierte
Phospholamban. AuRerdem der aktivierte (phosphorylierte) Inhibitor 1, welcher die Aktivitat der
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Protein-Phosphatase 1 hemmt. Letztlich noch ein Bestandteil des Troponin-Komplexes, das Tnl,
und Calsequestrin als Beladungskontrolle der Gele.

In den Versuchen an der Langendorff-Apparatur konnte gezeigt werden, daf sich die Herzen von
transgenen Tieren unter basalen Bedingungen durch eine geringere Kraftentwicklung, einer
héheren Herzfrequenz, Anspannungs- und Erschlaffungszeit (jeweils verkirzt), einer gesteigerten
ventrikuldren Kraftanstiegsgeschwindigkeit, sowie Kraftabfallgeschwindigkeit von den WT-
Herzen unterschieden. Bei beiden Versuchsgruppen konnte auBerdem ein positiv inotroper Effekt
durch den nichtselektiven B-Rezeptor-Agonisten Isoprenalin erzielt werden. Ein solcher Effekt
unter Histamin war allerdings nur bei TG feststellbar. Die positiv inotrope Wirkung des Histamins
liel3 sich durch die Gabe des inversen Agonisten Cimetidin aufheben, zudem wurde die basal hohe
Herzfrequenz in etwa auf das Niveau der Wildtypen gesenkt. Die Ischamiedauer von 20 Minuten
flhrte weder bei WT noch bei TG zu einer meRbaren, irreversiblen Schadigung des Myokards.
Allerdings liel sich ein Unterschied der beiden Gruppen hinsichtlich der Dauer der
Reperfusionsarrhythmien feststellen. Bei transgenen Tierherzen hielten die Arrhythmien deutlich
langer an, als bei WT. Biochemische Untersuchungen ergaben, daR unter Einwirkung von
Histamin bei TG eine Phosphorylierung des Phospholambans (PLB) an Serin-16 und Threonin-
17 stattgefunden hatte, nicht jedoch bei CTR oder bei WT. AulRerdem war der Gehalt des
phosphorylierten Inhibitors 1 hoher, als bei CTR bzw. WT.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit die transgene Histamin-H2-Rezeptor-
Uberexprimierende Mauslinie néher charakterisiert. Es konnten basal und unter Einflul3
verschiedener herzwirksamer Substanzen Unterschiede zwischen TG und WT festgestellt
werden. Das Verhalten unter Ischamie/Reperfusion wurde untersucht, zuletzt noch wurde der
Zusammenhang zwischen positiv inotroper Wirkung des Histamins und der PLB-
Phosphorylierung gezeigt.

Der kardiale Histamin-H2-Rezeptor ist dafir bekannt, an mehreren Kardiopathien wie
Arrhythmien oder Herzinsuffizienz beteiligt zu sein. Histamin-H2-Rezeptor-Blocker werden
daher als medikamentdse Therapie fur diese Erkrankungen in Betracht gezogen. Da Histamin in
sehr viele Signaltbertragungsvorgange im menschlichen Korper eingebunden ist, ist es wichtig,
die Auswirkungen der Rezeptoraktivierung auf bestimmte Organe, wie hier das Herz, isoliert zu
evaluieren. Diese Erkenntnisse kdnnen zur Beantwortung der Frage nach Mdglichkeiten und

Grenzen von Histamin-Hz-Rezeptoren als therapeutisches Ziel beitragen.
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1)

2))

3)

4)

5.)

6.
7)

8.)

9.

Thesen
Das transgene Tiermodell einer Histamin-H2-Rezeptor-Uberexpression konnte

erfolgreich generiert werden.

Es konnten keine makroskopischen Unterschiede zwischen Histamin-H2-Rezeptor-
transgenen Tieren und Wildtyp-Herzen festgestellt werden.

Histamin-H2-Rezeptor transgene Mause unterschieden sich basal in mehreren
Parametern der Herzmechanik von Wildtypen, und zwar in der Kontraktionskraft, der
Herzfrequenz, der Anspannung- bzw. Erschlaffungszeit, sowie der Kontraktions- und
Relaxationsgeschwindigkeit.

Die basal erhéhte Herzfrequenz von Histamin-H2-Rezeptor-transgenen Méausen konnte
durch Histamin nicht weiter gesteigert werden.

Die Kontraktionskraft der Herzen von Histamin-Hz-Rezeptor-transgenen Mausen
konnte durch Isoprenalin und Histamin weiter gesteigert werden.
Histamin-H2-Rezeptor-iberexprimierende Herzen zeigten basal vermehrt Arrhythmien.
Histamin-H2-Rezeptor-uberexprimierende Herzen waren anfalliger fir
Reperfusionsarrhythmien.

Eine Aktivierung des Histamin-Hz-Rezeptors hat vergleichbare Effekte auf die
Phosphorylierung von Phospholamban und PP1-Inhibitor 1 wie die Aktivierung von [3-
Rezeptoren und wirkt somit positiv inotrop.

Der Histamin-H2-Rezeptor besitzt moglicherweise therapeutisches Potenzial bei der

Behandlung von Kardiopathien, unabhéngig von -adrenergen Rezeptoren.

10.) Histamin-Hz2-Rezeptor-Mutationen kénnten Veranderungen der basalen Herzfunktion

bedingen.
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9. Anlagen
Puffer und Ldsungen

Die verwendeten Chemikalien wurden in pro analysi-Qualitat oder im bestmdglichen,
kommerziell erhéltlichen Reinheitsgrad verwendet. Das fur Puffer und Losungen verwendete
Wasser wurde als Reinstwasser aus einer Wasseraufbereitungsanlage gewonnen. Alle

Materialien wurden durch das Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie bereitgestellt.

Langendorff-Versuche

Tyrode-L6sung

Stamm |

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

NaHCOs 5,00 % (g/V)
Stamm 111

NaH2PO4 x H20 0,29 % (g/V)
NaCl 119,8 mM
KCI 5,4 mM
MgCl2 x 6H20 1,1 mM
NaHCOs 22,6 mM
NaH2PO4 x H20 0,42 mM
CaCl2 x 2H20 1,8 mM
Glucose 5,05 mM
Ascorbinséure 0,28 mM
Na-EDTA 0,05 mM

pH 7.4

Narkose:

Stammldsung: Pentobarbital 0,5g/10ml physiologische Kochsalzldsung

Heparin 1000 IE intraperitoneal
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Molekularbiologische Versuche

Genotypisierung der Versuchstiere

Protokoll:

Ldsung 1:

1M NaOH 250 pl

10 mM EDTApH 8.0 100 pl

ddH20 10 ml

=> Davon 250 pl je Probe, tiber Nacht bei 55°C schiittelnd inkubieren

Ldésung 2:

Tris-HCI 0,23g/50 ml

= 250 pl je Probe zum Neutralisieren

PCR-Mastermix: (Mengenangabe pro PCR-Reaktion)

dd H20 8 pul
2-Fach Super Master Mix
(Biotool) 10 pl
Reverse Primer

hH2R-SEQ-P1R 0,5 ul

(5‘-AGCAGGTCAGTGATAGCCAA-3)

Forward Primer

MHC-SEQ-P1 0,5l
(5:-ACCCTTACCCCACATAGACC-3¢)
DNA 1yl

) ix (Biotool
B46015/8/9: 2 x PCR Super Master Mix (Dye Plus)
100 U/ml Tag DNA polymerase, 0,5 mM dNTPs, 4 mM MgClz, Stabilisatoren, Farbstoff

Agarosegel
Agarose 1 %, 1x TAE-Puffer, SafeRed Farbstoff

50x TAE-Puffer

Tris Base 1,99 M
Eisessig 0,99 M
EDTA 59,5 mM
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GeneRuler
100 bp DNA Ladder

PCR-Programm
Denaturierung 94°C 5 Minuten 1 Zyklus
Denaturierung 94°C 20 Sekunden

30 Zyklen

Annealing 60°C 30 Sekunden
Elongation 72°C 1 Minute
Elongation 72°C 5 Minuten 1Zyklus
Lagerung 4°C

Biochemische Versuche
Homogenisierung
Homogenisationspuffer:
NaHCO3/SDS 3 Teile NaHCO310 mM
1 Teil SDS 20% (Endkonzentration: 5% SDS)
pH ca. 7,4 (wird nicht eingestellt)

LOWRY Protokoll:

Proteinstandard 1 mg Albumin/ml entmineralisiertes Wasser 1:100 verdinnt
Stammldsung A: 2% Na2C03in 0,1 M NaOH

Stammldsung B: 1% K-Na-Tartrat 4H20

Stammldsung C: 0,5% CuSOa4

Losung D:

49 ml Loésung A

0,5ml Losung B

0,5ml Losung C

Loésung E: Folin-Ciocalteu (1 Teil Folin, 2 Teile entmineralisiertes Wasser)

SDS-Page und Western Blot

2x Probenpuffer:

Tris-Base 0,25 M
SDS 8%,
Glycerol 40%
Bromphenolblau 0,004%
pH 6,8

Die Proben wurden entsprechend ihres spezifischen Proteingehaltes und der gewiinschten
Endkonzentration, mit Probenpuffer und NaHCOs/SDS aufgearbeitet.
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Porzio-Trenngel 10%

37,5 ml Porziopuffer

24,5 ml Rotiphoresee Gel 30
6,25 ml Glycerin

6,385 ml H20 dest

65 ul TEMED

300 pl 10% APS

Sammelgel 4%

4,7 ml Sammelgelpuffer
2,55 ml Rotiphoresee Gel 30
11,8 ml H20 dest

12 pul TEMED

190 ul 10% APS

Porziopuffer

Tris-Base 02M
(2x) Glycin 0,6 M
EDTA 0,12 mM
SDS 0,2%
Glycin 10%
Polyacrylamid 0,4%
pH 8,8

Sammelgelpuffer

Tris-Base 05M
(4x) SDS 0,4%
pH 8

APS (10%)

Ammoniumpersulfat geldst in Aqua destillata



Elektrophoresepuffer

Tris-Base 04 M
(10x) Glycin 12M
SDS 0,4%

pH 8,8; geldst in 11 Aqua destillata

Der Elektrophoresepuffer wurde in einer 1:10 Verdiinnung verwendet.

Proteinstandard

Blotting-Puffer (Transferpuffer)
Naz2HPO4 40 mM
NazHPO:4 7,9 mM

pH 8; geldst in 51 Aqua destillata
Ponceau-Rot
Ponceau S 0,2%

Trichloressigsaure 2%

Immunologischer Proteinnachweis

TBST

Tris-Base 10 mM

NaCl 150 mM
Tween 20 0,1% (VIV)
pH 7,4

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

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

AP-Puffer

Triethanolamin 100 m
NaCl 100 mM
MgCl2 5mM
pH 9,4
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ECF-Substrat-Losung

ECF-Substrat 36 mg in ECF dilution buffer 60 ml gel6st

Verwendete Antikorper:

1 ,?Rtr:lao)r per Gkr['d)r;e Verdlnnung Medium 2'(02'[(;'?3;?)”

CSQ 54/55 1:1000 '5\{:/:)'?2 F')IEJEIS\?'I[ (5% G :]Itclhg]L?Il\J/S;llr? 9I’BST)
SER16 (geT«l)iht) 1:5000 in TBST (5% @T;L;ikl)\%tr:gissn
THR17 (gei%)iht) 1:5000 brBeT (5% @Tﬁh;ﬁ?ﬁ’éﬂﬁim
P-TNI (gelfc())cht) 1:1000 e (20AA)ng_sr2bibnit+lg§T)

Phospho- 30 1500 BSA 2% Anti-rabpit—IgG
DARPP-32 (gekocht) In TBST (2% BSA in TBST)
PLB-AL (geﬁ)iht) 1:5000 rBeT (5% " ﬂi'h?lﬁﬁi?.'r? ('BI'BST)
Substanzen

Agarose, Typ SeaKem
Ammoniumpersulfat 10% (APS)
L (+) - Ascorbinséure
Bovine Serum Albumine
Bromphenolblau

CaClz

Cimetidin

CuSOs4

DNA-Ladder GeneRulerTM
dNTP MBI

ECF dilution buffer

ECF Substrat

Eisessig

Essigséaure 100 %

Ethanol 100 % C.
Folin-Ciocalteus Phenolreagenz
Glucose

Glycerol

HCI

Heparin

Histamin

Isoprenalin

KCI

K+-Na+-Tartrat

FMC bioproducts, Philadelphia, USA

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

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

GE Healthcare, Berlin

GE Healthcare, Berlin
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

C. Roth GmbH, Karlsruhe
Biochrom AG, Berlin
Fluka AG, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
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Magermilchpulver
MgCl:
Natriumacetat

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Na2-EDTA

NaHCOs

NaH2PO4
Natriumhydroxid
Pentobarbital
Polyacrylamid

Ponceau S-Ldsung
Red-Safe-Farbstoff
Super-PCR-Mastermix
N,N,N’,N’-Tetramethyl-
ethylendiamin (TEMED)
Trichloressigsaure
Triethanolamin
Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan

Tween 20

Gerate, Zubehor und Software
AlphaDigiDoc RT 312nm/254nm

Biophotometer

Elektrophorese-Einheit SE 600

Elektrophoresekammer Typ Horizon 58

Filtersystem
Peristaltikpumpe
Flusmessgerat
Glasware

Gefale 1 ml, 2 ml
Heizgerat Lauda Alpha

Injektionszubehdr

Langendorff Datenerfassung PowerLab

Microsoft Excel

Mikrodismembrator S

TSI GmbH, Zeven
Merck, Darmstadt
C. Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
C. Roth GmbH, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Spofa, Prag, Tschechien

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim
INTRON, Seongnam, South Korea
Biotool GmbH, Oberasbhach

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Fluka AG, Buchs, Schweiz

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim
Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg
Hoefer, San Francisco, USA

Life Technologies, Gaithersburg, USA
Sartorius Stedim Biotech GmbH, Géttingen
Ismatec, Cole-Parmer GmbH, Wertheim
Transonic Systems Inc., Ithaca, USA
Schott AG, Mainz
Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg
Lauda Dr. R. Wobser GmbH & Co.KG,
Lauda-Kdnigshofen

B.Braun AG, Melsungen

ADInstruments, Oxford, UK

Microsoft Coorperation, Redmont, USA
Sartorius Stedim Biotech GmbH, Gottingen



Mikroskop

PCR Gerat: Mastercycler gradient
pH-Meter

Praparationsbesteck Aesculap

Prism 5

Rutteltisch: Kreisruttler 3015
Spritzanlage Injekt®
Stromstarkegeber Standard Powerpack p25
ThermoMixer® F

Transfer-Einheit TE 62

Typhoon 9410 Variable Mode Imager
UV-Betrachter

Vortex Shaker Eppendorf Mixer 5432
Waage Typ AT261 DeltaRange
Waage Typ XS205 Teldeo Dualrange
Zentrifuge Modell 5415 C

Publikationen

Helmut Hund GmbH, Wetzlar
Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg
WTW GmbH, STH 600, Weilheim

B.Braun AG, Melsungen

GraphPad Software, San Diego, USA

GFL GmbH, Hannover

B.Braun AG, Melsungen

Biometra GmbH, Géttingen
Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg
Hoefer, San Francisco, USA

Amersham Biosciences, Freiburg

PEQLAB GmbH, Erlangen
Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg
Mettler Instruments GmbH, Gielen

Mettler Instruments GmbH, Giellen

Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg

Gergs U, Griethe K, MiRlinger N, Neumann J (2017) Transgenic mice as model to study the
role of the human H2 receptor in the heart. Inflamm Res 66 (Suppl 1): S43

Gergs U., Bernhardt G., Buchwalow I.B., Edler H., Fréba J., Kirchhefer U., Kéhler F., MiRllinger
N., Wache H., Neumann J.: Initial characterization of transgenic mice overexpressing human

histamine Hzreceptors (Eingereicht)

Posterbeitag

MiBlinger N, Gergs U, Neumann J (2017) Ischemia und reperfusion in the mouse heart
overexpressing the H2-receptor. Naunyn-Schmiedeberg's Arch Pharmacol 390 (Suppl 1):

S33
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