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Referat

Zur Erforschung der Funktion von Histamin H.-Rezeptoren im zentralen Nervensystem
und deren mdgliche férdernde Wirkung auf das Gedachtnis wurden kurzlich neue His-
tamin H>-Rezeptor-Agonisten entwickelt. Weil der humane Histamin H,-Rezeptor jedoch
auch am Herzen exprimiert wird, ist es von Interesse, die kardiale Wirkung dieser Sub-
stanzen zu charakterisieren. In dieser Arbeit werden daher drei neue Histamin H>-Rezep-
tor-Agonisten — UR-P0563, UR-MB-158 und UR-MB-159 — auf ihre kardialen Effekte hin

untersucht.

Dazu wurden Versuche in vivo mittels Echokardiografie und in vitro an elektrisch stimu-
lierten linken und spontan schlagenden rechten Vorhéfen sowie an isolierten retrograd
perfundierten Herzen nach Langendorff von H>-Rezeptor-tberexprimierenden Mausen
(H2-TG) im Vergleich zu Wildtyp Mausen (WT) durchgefuhrt. Auch die Wirkung an
elektrisch stimulierten menschlichen Vorhofpraparaten wurde untersucht. In Western
Blot-Analysen der Mauspraparate wurde zudem der Phosphorylierungszustand von
Phospholamban Uberpruft, welches in Folge der Aktivierung des Histamin H>-Rezep-

tors phosphoryliert wird.

UR-P0563, UR-MB-158 und UR-MB-159 steigerten die Kontraktionskraft der isolierten
linken Vorhéfe von Hx-TG mit pECso-Werten von 8,27; 9,86 und 8,21, jedoch nicht von
WT. An den isolierten spontan schlagenden rechten Vorhéfen von H,-TG steigerten die
drei Substanzen die Schlagfrequenz mit pECso-Werten von 8,69; 9,24 und 8,07. Diese
positiv inotropen und chronotropen Effekte der drei Substanzen konnten durch den His-
tamin Hz-Rezeptor-Antagonisten Famotidin gehemmt werden. An isolierten retrograd
perfundierten Herzen wirkte UR-P0563 positiv inotrop und chronotrop. In vivo bewirkten
alle drei Substanzen echokardiografisch eine Steigerung der Ejektionsfraktion und der
Schlagfrequenz. UR-P0563 fiihrte an menschlichen Vorhofpraparaten zu einem positiv
inotropen Effekt mit einem pECso-Wert von 5,68. Aulterdem steigerte UR-P0563 die
Phosphorylierung von Phospholamban an Serin-16 und Threonin-17 in den linken und

rechten Vorhofen sowie dem Ventrikel von Ho-TG, nicht aber von WT.

Zusammenfassend handelt es sich bei UR-P0563, UR-MB-158 und UR-MB-159 um drei
neue Substanzen, welche Uber den Histamin Ho-Rezeptor kardiostimulierend wirken.
Im Falle eines Nutzens bei zentralnervésen Erkrankungen wie zum Beispiel Morbus
Alzheimer kdnnte eine Hemmung der kardialen Wirkungen durch einen nicht-ZNS-
gangigen Hx-Rezeptor-Antagonisten nétig sein.
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Rezeptor-Agonisten in transgenen Mausen und menschlichen Vorhéfen, Halle (Saale),
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Histamin und seine Rezeptoren

Histamin (2-(1H-Imidazol-4-yl)-ethanamin) ist ein biogenes Amin und physiologischer
Bestandteil des Kérpers (Ubersicht: Panula et al., 2015; Neumann et al., 2023). Es ist
in hohen Konzentrationen in der Haut, dem Bindegewebe, der Lunge und dem Gastro-
intestinaltrakt vorhanden. Daneben ist Histamin in allen Gewebearten zu finden (zwi-
schen 1-100 ug/g) (Parsons und Ganellin, 2006) — daher auch der Name, der sich vom
griechischen Wort histos (Gewebe) ableitet (Jutel et al., 2009). Histamin dient als Neu-
rotransmitter und lokaler Mediator (Panula et al., 2015) und ist dadurch in viele physio-
logische Prozesse involviert. So ist es an der Regulation von Zellproliferation und
-differenzierung, der Wundheilung, Hamatopoese und Embryonalentwicklung beteiligt
(Jutel et al., 2009). Eine entscheidende Rolle spielt es in der Magensauresekretion, bei
allergischen Reaktionen und bei immunvermittelten Entziindungen (Parsons und
Ganellin, 2006). Auf Grund seiner regulatorischen Funktion im Immunsystem wird auch
eine Beteiligung von Histamin an Autoimmunerkrankungen diskutiert (Nielsen und
Hammer, 1992). Auflerdem wirken histaminerge Neurone an vielféltigen physiologi-
schen Prozessen im zentralen Nervensystem mit, wie zum Beispiel der Regulation des
Schlaf-Wach-Rhythmus, der Thermoregulation, der Schmerzwahrnehmung, dem Ernah-
rungsrhythmus und Gedachtnisprozessen (Haas et al., 2008). Auch pathophysiologisch
wird im ZNS eine Beteiligung von Histamin bei Schizophrenie, Epilepsie, der Alzheimer-

Erkrankung u.v.m. vermutet (Haas et al., 2008).

Nachdem Histamin 1907 erstmals synthetisch hergestellt wurde (Windaus und Vogt,
1907) wurde 1910 auf Grund der Histaminbildung durch Bakterien vermutet, dass es
auch in vivo gebildet werden kdnnte (Ackermann, 1910). Sir Henry Dale war 1910 der
Erste, der die stimulierende Wirkung von Histamin auf die glatte Muskulatur bei ver-
schiedenen Spezies beschrieb (Dale und Laidlaw, 1910). Auch die Ahnlichkeit der Wir-
kung zu lokalen Entziindungen und zur anaphylaktischen Reaktion wurde kurze Zeit
spater von ihm beschrieben (Dale und Laidlaw, 1919). Den endglltigen Nachweis des
physiologischen Vorkommens von Histamin im Korper durch Isolation aus Leber- und

Lungengewebe wurde 1927 durch Best et al. erbracht (Best et al., 1927).

Histamin wird in vivo durch die L-Histidin-Decarboxylase aus Histidin synthetisiert
(Ohtsu et al., 2001). Viele Zellen sind in der Lage Histamin zu produzieren, typischer-
weise findet die Synthese aber in Mastzellen, basophilen Granulozyten, enterochrom-

affinen Zellen des Magens und histaminergen Neuronen statt (Jutel et al., 2009). Auf
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die Aktivitat der L-Histidin-Decarboxylase und somit die Histaminsynthese kdnnen viele
Faktoren Einfluss nehmen (Jutel et al., 2009). So konnte zum Beispiel auch bei Endo-
toxamie (Matsuda et al., 2002) und TransplantatabstoRungen eine Steigerung beo-
bachtet werden (Dy et al., 1981).

Mit der Nahrung aufgenommenes Histamin wird durch die Diaminoxidase (DAO) in der
intestinalen Schleimhaut inaktiviert (Bieganski et al., 1983). Bei insuffizienter DAO-
Aktivitat oder Verzehr von groflen Mengen histaminhaltiger Nahrungsmittel (Rotwein,
Kése, Sauerkraut u.v.m.) kann es zu konzentrationsabhangigen Histaminintoleranz-
symptomen wie Kopfschmerzen, Tachykardie, Flush u.v.m. kommen (Maintz et al.,
2006). Der Abbau von Histamin durch DAO zu Imidazolessigséaure ist auch in anderen
peripheren Geweben der Hauptabbauweg von Histamin (Haas et al., 2008). Im zentralen
Nervensystem hingegen wird Histamin durch die Histamin-N-Methyltransferase methyl-
iert und im Anschluss durch die Monoaminoxidase-B (MAO-B) zu Methylimidazolessig-

saure metabolisiert (Haas et al., 2008).

Derzeit sind vier Histamin Rezeptor Subtypen bekannt — H+, Hz, H3 und Hs. Bei allen
vier Subtypen handelt es sich um G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Die Affinitat von
Histamin fir die Rezeptoren unterscheidet sich zwischen den Subtypen und ist fur Hs
und Hs hoher als fir Hy und H. (Seifert et al., 2013). Neben der Bindung an die bekann-
ten Rezeptoren konnte an Leberzellen der Ratte gezeigt werden, dass Histamin intra-
zellular Komplexe mit Cytochrom P450 bildet, wodurch es méglicherweise Einfluss auf

Zellfunktionen und -proliferation nehmen kénnte (Brandes et al., 2002).

1.2. Histamin im kardiovaskuldren System

Schon friih wurde beschrieben, dass Histamin auch Effekte im kardiovaskularen Sys-
tem hervorruft und sich diese zwischen den Saugetierarten unterscheiden (Dale und
Laidlaw, 1910). Am Herzen wirkt es spezieslbergreifend positiv chronotrop (Erhéhung
der Sinusrate), positiv inotrop (Erhéhung der Kontraktionskraft) und negativ dromotrop
(Verringerung der atrioventrikularen Uberleitungsgeschwindigkeit) (Hattori et al., 2017).
Die Wirkungen von Histamin am Herzen &hneln damit in Bezug auf Chronotropie und
Inotropie denen des adrenergen Systems (Bristow et al., 1982a). Heute ist bekannt,
dass diese Effekte vor allem durch Histamin H;- und H>-Rezeptoren an Kardiomyozyten

vermittelt werden (Parsons und Ganellin, 2006).

Die Verteilung der Rezeptor-Subtypen unterscheidet sich jedoch stark zwischen ver-
schiedenen Spezies: Wahrend beim Meerschweinchen im Vorhofmyokard eine héhere

Expression der mRNA und des Rezeptorproteins des Histamin Hi-Rezeptors gezeigt
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werden konnte, wurde im Ventrikelmyokard der Histamin Ho-Rezeptor mehr exprimiert
(Matsuda et al., 2004). Beim Kaninchen war die Verteilung genau umgekehrt. Hier war
im Vorhof die Expression des Histamin H>-Rezeptors héher und im Ventrikel die des
Histamin Hi-Rezeptors (Matsuda et al., 2004). Dies widerspricht den Ergebnissen aus
Radioliganden-Bindungsstudien am Ventrikelmyokard von Meerschweinchen und Ka-
ninchen, die eine héhere Dichte von Histamin Hi-Rezeptoren beim Meerschweinchen
und von Histamin Hz-Rezeptoren beim Kaninchen zeigten (Hattori et al., 1994). Funkti-
onelle Ergebnisse aus pharmakologischen Studien wiederum bestatigen die Vermitt-
lung des positiv inotropen Effektes von Histamin bei Meerschweinchen im Vorhof tiber
Histamin Hs-Rezeptoren (Steinberg und Holland, 1975) und im Ventrikel Uber Histamin
H>-Rezeptoren (Hattori et al., 1994) sowie beim Kaninchen im Vorhof tiber Histamin
H>-Rezeptoren und im Ventrikel Gber Histamin Hi-Rezeptoren (Hattori et al., 1988),
was mit der Expression der Rezeptor-mRNA und -proteine nach Matsuda et al. Gber-

einstimmt.

Beim Menschen dominiert hingegen die Expression von Histamin H2-Rezeptoren sowohl
im Vorhof als auch im Ventrikel (Matsuda et al., 2004). Entsprechend der Expression
konnte auch vielfach gezeigt werden, dass der positiv inotrope Effekt von Histamin am
menschlichen Vorhof und Ventrikel klar an den Histamin H2-Rezeptor gekoppelt ist
(Ginsburg et al., 1980; Bristow et al., 1982b; Eckel et al., 1982). Zudem scheint eine
Modifizierbarkeit des von Histamin ausgeldsten positiv inotropen Effektes des Histamin
H>-Rezeptors durch Temperaturanderungen wahrscheinlich (Hoffmann et al., 2023).
Der Histamin Hi-Rezeptor scheint eher eine untergeordnete Rolle am menschlichen
Herz zu spielen. Einige fanden jedoch einen negativ inotropen Effekt an isolierten
menschlichen Praparaten des rechten Vorhofes, der durch den Histamin Hs-Rezeptor
vermittelt wurde (Guo et al., 1984). Durch Histamin H>-Rezeptor-Antagonisten konnte
der Hq-vermittelte Effekt demaskiert werden und durch Histamin H4-Rezeptor-Antago-
nisten eine Verstarkung und Potenzierung des H.-vermittelten positiv inotropen Effektes
erreicht werden (Guo et al., 1984). Somit kdnnten Histamin Hs- und H.-Rezeptoren am
menschlichen Herz entgegengesetzte Wirkungen auf die Inotropie vermitteln. Andere
fanden hingegen ausschlief3lich positiv inotrope Effekte durch den Histamin Hi-Rezeptor,
jedoch nur an isolierten Praparaten des menschlichen Vorhofs von Patienten die
monatelang mit B-Adrenozeptor Blockern vorbehandelt worden waren (Sanders et al.,
1996). Aktuelle Daten fanden bei transgenen Mausen einen vorubergehenden negativ
inotropen Effekt durch den Histamin Hi-Rezeptor, welcher dann in einen positiv

inotropen Effekt umschlug (Rayo Abella et al., 2024).
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Die positiv chronotrope Wirkung von Histamin wird offenbar speziestibergreifend tber
Histamin H2-Rezeptoren vermittelt. Dies konnte zumindest an menschlichen Vorhofpra-
paraten (Levi et al., 1981), beim Kaninchen (Hattori et al., 1988) und in Versuchen an
isolierten Herzen sowie in vivo beim Meerschweinchen gezeigt werden (Levi et al.,
1975). Des Weiteren konnte die Arbeitsgruppe um Levi den negativ dromotropen Effekt
von Histamin dem Histamin H1-Rezeptor zuordnen (Levi et al., 1975). Das Vorhanden-
sein von Histamin Hi- und H>-Rezeptoren im Sinus- und AV-Knoten beim Meerschwein-
chen wurde immunhistochemisch bestatigt (Matsuda et al., 2004). Daten vom Menschen

fehlen derzeit jedoch.

Am Gefallsystem bewirkt Histamin tUber Histamin H4- und H>-Rezeptoren an der glatten
Muskulatur der GefalRe einen Abfall des arteriellen Blutdrucks und des systemischen
GefaRwiderstandes (Hattori et al., 2017). Die genaue Wirkweise ist dabei abhangig von
Dosis, Region und Spezies (Hattori et al., 2017). An den Koronararterien fliihren Histamin
H1-Rezeptoren zu Vasokonstriktion und Histamin H>-Rezeptoren zu einer leichten Vaso-
dilatation (Ginsburg et al., 1980). Offenbar sind im Gefaf3system auch Histamin Hs- und
Hs-Rezeptoren vorhanden. Wahrend Histamin Hi-Rezeptoren eine vasodilatatorische
Wirkung zeigen, ist die Rolle der Histamin Hs-Rezeptoren noch nicht eindeutig geklart
(Hattori et al., 2017) — diskutiert wird ein Einfluss auf die GefaBpermeabilitat im Gehirn
und auf die Angiogenese (Hattori et al., 2017).

Histamin spielt auch eine pathophysiologische Rolle im kardiovaskularen System. So
ist eine arrhythmogene Wirkung von Histamin bekannt (Wolff und Levi, 1986). In
elektrisch stimulierten menschlichen Vorhofpraparaten konnten histamininduzierte Ar-
rhythmien durch Famotidin (ein selektiver Histamin H>-Rezeptor-Antagonist) blockiert
werden (Sanders et al., 1996). Durch Mepyramin (ein selektiver Histamin Hs-Rezeptor-
Antagonist) gelang dies nicht, was auf einen Histamin H>-Rezeptor-vermittelten Effekt
schlief3en lasst (Sanders et al., 1996). Daneben tragt Histamin offenbar zu den hamo-
dynamischen Stérungen wahrend eines septischen Schocks bei (Matsuda et al., 2002).
Bei Kaninchen konnte gezeigt werden, dass bei Endotoxamie, die durch E.coli-Lipopoly-
saccharide induziert wurde ein starker Anstieg der Histamin Konzentration im Plasma,
eine vermehrte Expression der L-Histidin-Decarboxylase im Vorhof sowie von Histamin
Hs- und Hzo-Rezeptoren in Vorhof und Ventrikel ausgeldst wird (Matsuda et al., 2002).
Des Weiteren wurde Uber histamininduzierte Koronarspasmen (Ginsburg et al., 1981)
und eine mogliche Beteiligung von Histamin an Fibrosierung und Kardiomyopathie
berichtet (Patella et al., 1998).

Doch woher stammt das Histamin, welches am Herz wirkt? Der Spiegel von

zirkulierendem Histamin ist normalerweise relativ niedrig, da es schnell vom Gewebe
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aufgenommen und metabolisiert wird (Bristow et al., 1982a). Allerdings enthalt das
menschliche Herz selbst pro Gramm Ventrikelgewebe 5,4 + 0,6 ug Histamin (Patella et
al., 1995). Dies stammt zum Teil aus kardialen Mastzellen, die perivaskular und
interstitiell in Gewebeproben nachweisbar sind und auf verschiedene Reize Histamin
freisetzen konnen (Patella et al., 1995). Die Menge des durch Mastzellen freigesetzten
Histamins am menschlichen Vorhof ist ausreichend um einen positiv inotropen Effekt
hervorzurufen und somit Einfluss auf die Herzfunktion zu nehmen (Gristwood et al.,
1981).

Neben den Mastzellen existieren allerdings auch noch Mastzell-unabhangige Speicher
von kardialem Histamin (Dai und Ogle, 1990). Zum einen erscheint eine Bildung von
Histamin in Kardiomyozyten des menschlichen Vorhofs durch die Histidin-Decarboxylase
wahrscheinlich (Neumann et al., 2021c). Zum anderen konnte in Mastzell-defizienten
Mausen eine Histaminfreisetzung unter ischadmischen Bedingungen festgestellt werden,
die durch Vergleich mit sympathektomierten Praparaten und L-Histidin-Decarboxylase-
Knockout-Mausen einem sympathischen Ursprung zugeordnet werden konnte (He et
al., 2012). Dass neben Noradrenalin auch Histamin in sympathischen Neuronen vor-
kommt und bei Stimulation der Nerven freigesetzt wird wurde mehrfach gezeigt, auch

am Herzen des Meerschweinchens (Li et al., 2006; He et al., 2008).

In diesem Zusammenhang spielen auch Histamin Hs- und Hs-Rezeptoren eine Rolle:
Zwar sind Histamin Hs- und Hs-Rezeptoren nicht direkt an den Kardiomyozyten zu fin-
den, wohl aber prasynaptisch an den sympathischen Nervenendigungen des Herzens,
wo sie die Freisetzung von Noradrenalin und Histamin hemmen (Imamura et al., 1996;
Li et al., 2006; Chan et al., 2012). Sie wirken kardioprotektiv, da die sympathische Frei-

setzung von Noradrenalin bei Ischamie zu Arrhythmien fihren kann (Dart und Du, 1993).

Histamin kann somit unabhangig von seiner direkten kardialen Wirkung Uber Histamin
Hi- und Hz-Rezeptoren auch Uber Histamin Hs- und Hs-Rezeptoren die Sympathikus-
wirkung auf das Herz modulieren. An isolierten Meerschweinchenherzen mit bilateral
erhaltenem Sympathikus konnte eine erhebliche Reduktion der sympathisch ausgelds-
ten Steigerung von linksventrikularer Ejektionsfraktion, Perfusionsdruck und Herzfre-
quenz durch Histamin gezeigt werden (Gross et al., 1984). Welche Wirkung Uberwiegt
scheint konzentrationsabhangig zu sein, da die Affinitat von Histamin zum Hs- und
Ha-Rezeptor hoher ist als zu den H+- und Hz-Rezeptoren (siehe 1.1.) (He et al., 2008).
Bei Freisetzung von niedrigen Konzentrationen tberwog an den sympathischen Nerven-
endigungen des Vas afferens des Meerschweinchens die inhibierende Wirkung tber

prasynaptische Histamin Hs-Rezeptoren, wahrend bei Freisetzung von héheren
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Konzentrationen die postsynaptischen Hi-Rezeptoren zur Muskelkontraktion fihrten
(He et al., 2008).

Einen weiteren kardioprotektiven Effekt haben Histamin Hs-Rezeptoren auf kardiale
Mastzellen durch Hemmung der Renin Freisetzung bei Ischamie und folglich fehlende
Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems, welches wiederum zu erhdéhter
Noradrenalinfreisetzung und somit zu Reperfusionsarrhythmien bei Ischamie fihren
kann (Aldi et al., 2014).

1.3. Der Histamin H2-Rezeptor

Nach der Entdeckung des Histamins und der ersten Antihistaminika in den 1930er Jah-
ren gab es schon friih die Vermutung, dass es mehr als einen Rezeptor geben musste,
denn nicht alle Wirkungen von Histamin konnten durch die Histamin-( Hi-)Antagonisten
effektiv gehemmt werden, wie zum Beispiel die Magensauresekretion, die positive
Chronotropie und die Relaxation des Uterus der Ratte (Hill et al., 1997). Die eindeutige
Identifizierung des Histamin H>-Rezeptors gelang allerdings erst 1972, als Black et al.
mit Burimamid den ersten Histamin H>-Rezeptor-Antagonisten entdeckten (Black et al.,
1972). Histamin H.-Rezeptor-Antagonisten revolutionierten daraufhin in den 70er Jahren
die Behandlung von gastrodsophagealen Reflux und peptischen Ulzera (Parsons und
Ganellin, 2006). Die molekulare Klonierung des humanen Histamin H>-Rezeptors gelang
erstmals 1991 (Gantz et al., 1991).

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit Histamin H>-Rezeptoren am Herzen. Wie
bereits unter 1.2. erwdhnt, vermitteln Histamin H.-Rezeptor am Herzen einen positiv

inotropen und chronotropen Effekt. Doch wie entstehen diese Wirkungen?

Das Gen flir den Histamin H.-Rezeptor befindet sich auf Chromosom flinf und kodiert
fur einen 359 Aminosauren langen, G-Protein-gekoppelten Rezeptor (siehe 1.1.) (Hill et
al., 1997) aus sieben transmembranaren Helices mit extrazellularen N-Terminus und
intrazellularem C-Terminus (Panula et al., 2015). Es wird davon ausgegangen, dass
die Signaltransduktion mit der von B-Adrenozeptoren bereinstimmt (Gergs et al., 2019):
Der Histamin H>-Rezeptor im Myokard aktiviert Gber Kopplung an ein stimulatorisches
G-Protein (Gs) die Adenylatzyklase (AC) (Bristow et al., 1982b), wodurch der intrazellu-
lare cAMP-Spiegel steigt (Sanders et al., 1996). Dies fuhrt zur Aktivierung der cAMP-
abhangigen Proteinkinase A (PKA), welche verschiedene Zielproteine phosphoryliert
(Neumann et al., 2021d) — darunter auch L-Typ-Calcium-Kanéle. Deren Offnungswahr-
scheinlichkeit wird dadurch erhoht und es kommt zum Anstieg des intrazellularen

Calciumspiegels, was mit dem positiv inotropen Effekt gekoppelt ist (Eckel et al., 1982).
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Vermutlich wird auch der Ryanodin-Rezeptor phosphoryliert, wodurch es zur erhéhten
Freisetzung von Calcium aus dem sarkoplasmatischen Retikulum kommt. (Neumann et
al., 2021d). AuRerdem wird der Phosphatase Inhibitor 1 phosphoryliert, woraufhin dieser
an die Serin/Threonin-Proteinphosphatase 1 (PP 1) bindet und diese hemmt (Herzig
und Neumann, 2000). PP1 wirde Phosphorylierungen durch die PKA wieder dephos-
phorylieren, somit wird durch ihre Hemmung der PKA-vermittelte Effekt verlangert
(Neumann et al., 2021d).

Des Weiteren phosphoryliert die PKA das Protein Phospholamban (PLB) an der Amino-
saure Serin-16 (Simmerman und Jones, 1998). Die Calcium-/Calmodulin-abhangige
Kinase (CaMKIl), die durch hohe zytoplasmatische Calcium-Konzentrationen aktiviert
wird, phosphoryliert PLB auferdem an Threonin-17 (Simmerman und Jones, 1998).
Phospholamban dient als Regulator der kardialen Ca?*-ATPase des sarkoplasmatischen
Retikulums (SERCA) (Simmerman und Jones, 1998). Im dephosphorylierten Zustand
wirkt PLB inhibitorisch (Simmerman und Jones, 1998). Durch die Phosphorylierung
entfallt die hemmende Wirkung und zytoplasmatisches Calcium wird vermehrt in das
sarkoplasmatische Retikulum gepumpt (Simmerman und Jones, 1998). Dies fiihrt zu
einer schnelleren Relaxation in der Diastole — also zu einem positiv lusitropen Effekt
(Simmerman und Jones, 1998). Zur schnelleren Relaxation tragt auRerdem bei, dass
die PKA auch die inhibitorische Untereinheit von Troponin (Tnl) phosphoryliert, wodurch
es die Sensibilitat der Myofilamente fur Calcium reduziert wird (Neumann et al.,

2021d). (Zusammenfassung in Abbildung 1)

Der positiv chronotrope Effekt wird auch Gber die Erhéhung des intrazellularen cAMP-
Spiegels durch die Adenylatcyclase vermittelt. Satho zeigte an Praparaten des Sinus-
knotens von Kaninchen durch Histamin eine Erhéhung der Sinusfrequenz und der
dafiir entscheidenden lonenstrome, wie den hyperpolarisationsaktivierten Einwarts-
strom (,Schrittmacherstrom®) (Satoh, 1993). Diese konnten sowohl durch Cimetidin
(einen weiteren selektiven Histamin Hz-Rezeptor-Antagonisten) als auch durch Acetyl-
cholin, welches Uber Gi-Protein-gekoppelte Rezeptoren die Adenylatzyklase hemmt,
unterdriickt werden (Satoh, 1993). Tatsachlich scheint der flr den Schrittmacherstrom
zustandige HCN-Kanal im Sinusknoten direkt durch cAMP — also phosphorylierungs-
unabhangig — aktiviert zu werden, wodurch die generierte Frequenz steigt (DiFrancesco
und Tortora, 1991; DiFrancesco und Mangoni, 1994).

Zusatzlich spielt beim positiv chronotropen Effekt der Calcium-Einstrom Uber L-Typ
Calcium-Kanale eine Rolle: Durch Hemmung des L-Typ Calcium-Kanals mit Verapamil
konnten in Versuchen an menschlichen Herzmuskelfasern die durch Histamin getrig-

gerte Automatizitat sowie spate Nachdepolarisationen unterdriickt werden (Levi et al.,



1. Einleitung

1981). Der Calcium-Strom kénnte demnach auch an der arrhythmogenen Wirkung von
Histamin beteiligt sein (Levi et al., 1981). Ferner kdnnte auch eine Hemmung des
einwartsgerichteten Kalium-Stroms in den Sinusknotenmyozyten zur Beschleunigung
der Frequenz beitragen (Wellner-Kienitz et al., 2003).

Famotidine
J— UR-Po0563

. Histamine UR-MB-158
ca Na* Na* \ UR-MB-159
[}
Ca?* Cytoplasm l cAmpt

- —

l CaZ'l-

~ x
p az

C
PLB N Myofibrils
|
I
Ca%* —

Abb. 1: Schematische Darstellung der Signaltransduktion des H>-Rezeptors (H2R)
nach Aktivierung durch Bindung eines H2R-Agonisten. Durch die Gs-Protein-vermittelte
Aktivierung der membrangebundenen Adenylatzyklase (AC) steigt die intrazellulare
cAMP-Konzentration. Hierdurch wird die cAMP-abhangige Proteinkinase A (PKA)
aktiviert und fiihrt zum Anstieg der zytoplasmatischen Ca**-Konzentration. Die Effekte
sind eine Erhéhung der Kontraktionskraft und mégliche Auslésung von Arrhythmien.
Durch HzR-Antagonisten wie Famotidin kdnnen diese aufgehoben werden. CSQ,
Calsequestrin; Gs, stimulierendes G-Protein; LTCC, L-Typ Ca**-Kanal; NCX, Natrium-
Calcium-Austauscher; P, Phosphorylierung; PLB, Phospholamban; RyR, Ryanodin-
Rezeptor; SERCA, Calcium-ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums; TnC, Tropo-
nin C; Tnl, Troponin | (inhibitorisch).

Quelle: Gergs et al., 2021a
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Neben Gs-Proteinen koppelt der Histamin Hz-Rezeptor teilweise auch an Gq11-Proteine
(Wellner-Kienitz et al., 2003). Dadurch wird die Phospholipase C aktiviert, die
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP.) in Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerin
(DAG) hydrolysiert. Im Folgenden fuhrt auch dieser Signalweg zum Anstieg der intra-
zelluldren Calcium-Konzentration und verstarkt somit den Effekt der Gs-Proteine
(Wellner-Kienitz et al., 2003). Zusatzlich koppeln Histamin H>-Rezeptoren — wie auch
weitere kardiale Gs-Protein-gekoppelte Rezeptoren — an inhibitorische G-Proteine (G),
wodurch die Adenylatcyclase tonisch gehemmt wird (Kilts et al., 2000; Belevych et al.,
2004). Die physiologische Funktion dieser doppelten Kopplung ist jedoch noch nicht
vollstandig geklart.

1.4. Neue H2-Rezeptor-Agonisten

Mittlerweile sind mehrere Histamin H,-Rezeptor-Agonisten bekannt und auf ihre Wir-
kung am Herzen untersucht: Neben Histamin (Abbildung 2) gibt es zum Beispiel den
ahnlich potenten vollen Agonist Amthamin, den weniger potenten vollen Agonist Dimaprit
(Abbildung 2) und den potenteren partiellen Agonist Impromidin (Ubersicht siehe
Tabelle 1) (Bristow et al., 1982b; Poli et al., 1993; Poli et al., 1994). Dimaprit und
Impromidin interagieren daneben noch mit dem Histamin Hs- und Hs-Rezeptor (Panula
et al., 2015).

Im Zuge der Erforschung der Wirkung von Histamin im zentralen Nervensystem wurden
kirzlich neue Hz-Rezeptor-Agonisten vorgestellt, welche von der Arbeitgruppe von Dr.
rer. nat. Steffen Pockes (Institut fir Pharmazie, Universitat Regensburg) entwickelt
wurden. Da viele H>-Rezeptor-Agonisten die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren kénnen
(Panula et al., 2015), wurden Agonisten hergestellt, welche eine bessere Bioverfligbar-
keit im ZNS aufweisen. Dabei handelte es sich um monomere Carbamoylguanidine mit
verschiedenen Seitenketten (Biselli et al., 2021). Die folgende Arbeit beschaftigt sich
mit drei dieser neuen H>-Rezeptor-Agonisten: UR-P0563, UR-MB-158 und UR-MB-159.
Alle drei Substanzen verfligen tber eine Carbamoylguanidin- und eine Benzylgruppe.
Sie unterscheiden sich jedoch darin, dass UR-P0563 zusatzlich Gber einen 2-Aminothi-
azol-Ring (Biselli et al., 2021), UR-MB-158 (iber einen 2-Amino-1,3,4-Thiadiazol-Ring
und UR-MB-159 uber einen 1,2,4-Triazol-Ring (Tropmann et al., 2021) verfugt (Abbil-
dung 2). Biselli et al. und Tropmann et al. wiesen bereits in Radioligandenbindungs-
assays hohe Rezeptoraffinitaten und -selektivitaten der drei Substanzen zum H,-Rezep-
tor im Vergleich zum Hi-, Hz- und Hs-Rezeptor nach. Auch zeigten sie an spontan

schlagenden rechten Vorhéfen von Meerschweinchen einen positiv chronotropen
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Effekt der Substanzen. UR-P0563 zeigte zudem eine hohe Affinitdt zum Dopamin-D3-
Rezeptor (Biselli et al., 2021), welche UR-MB-158 und UR-MB-159 nicht aufwiesen
(Tropmann et al., 2021).

T e
HN I NH, H2N/&N/(\N S\/\fN\SKNH2
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NH, O -
S N/RNJLN :
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|
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UR-MB-158 oH
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Abb. 2: Strukturformeln von Histamin; dem H>R-Antagonisten Famotidin; den HzR-
Agonisten UR-P0563 ((R)-1-(Amino((3-(2-amino-4-methylthiazol-5-yl)propyl)Amino)
methylen)-3-(1-phenylethyl)harnstoff), UR-MB-158 (1-(Amino((3-(5-amino-1,3,4-
thiadiazol-2-yl)propyl)amino)methylen)-3-((R)-(1-phenylethyl))harnstoff), UR-MB-159
(1-(Amino((3-(1H-1,2,4-triazol-5-yl)propyl)amino)methylen)-3-((R)-(1-Phenylethyl))-
harnstoff); dem H2R-, H3R- und HsR-Agonisten Dimaprit; sowie dem nicht-selektiven
B-Adrenozeptor-Agonisten Isoprenalin.

Quellen: Gergs et al., 2021a; Structure of (x)-isoproterenol (isoprenaline). URL:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Isoproterenol.svg (07.09.2024); Skeletal
formula of dimaprit — an Hs histamine receptor agonist. Created with ChemDoodle
7.0.2 and Adobe lllustrator CC 2015. URL:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Dimaprit.svg (07.09.2024)

10



2. Zielsetzung

2. Zielsetzung

Die drei neuen Histamin Hx-Rezeptor-Agonisten UR-P0563, UR-MB-158 und
UR-MB-159 wurden von der kooperierenden Arbeitsgruppe des Instituts fir Pharmazie
der Universitat Regensburg als ZNS-gangige Substanzen zur weiteren Erforschung der
Rolle von Histamin Hz-Rezeptoren im Gehirn entwickelt. Tatsachlich liegen Hinweise
vor, dass der Histamin H>-Rezeptor eine fordernde Wirkung auf das Gedachtnis haben
koénnte (Khan et al., 2016; Sadek et al., 2016), weshalb die Substanzen womaoglich fur

die Behandlung von Erkrankungen wie Morbus Alzheimer in Frage kommen.

Wie bereits in der Einleitung erlautert, kommen Histamin H.-Rezeptoren neben dem
Gehirn auch am Herzen vor und vermitteln dort eine Vielzahl von Effekten. Bei einer
Behandlung von Patienten mit den neuen Substanzen kénnte es also auch zu einer
Beeinflussung der Herzfunktion kommen. Ziel dieser Arbeit war es, diese kardialen
Effekte von UR-Po-563, UR-MB-158 und UR-MB-159 zu charakterisieren.

Mit Hilfe von Mausen und Proben aus menschlichen Vorhéfen wurde der Einfluss der
Substanzen auf Inotropie und Chronotropie sowie die Signaltransduktion untersucht.
Da bei Wildtyp-Mausen kein histaminvermittelter positiv inotroper und chronotroper
Effekt nachweisbar ist, wurden dazu transgene Mause eingesetzt, die den humanen
Histamin H2-Rezeptor Uberexprimieren und zuvor am Institut fir Pharmakologie und
Toxikologie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg entwickelt wurden. (Gergs
et al., 2019).

11
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3.1. Versuchstiere

Fir die Versuche wurden Histamin H>-Rezeptor Uberexprimierende, transgene Mause
(H2-TG) und Wildtyp-Geschwistertiere (WT) verwendet. Zur Generierung der transgenen
Mause wurde cDNA des humanen Hx-Rezeptors zusammen mit einem C-terminalen 6x
Histidin-tag in eine Expressionskassette eingefligt (Abb. 3A). Als Promotor wurde die
kardiomyozytenspezifische a-lsoform der schweren Kette des Myosins (a-MHC) der
Maus verwendet. Hierdurch konnte gewahrleistet werden, dass der Hx>-Rezeptor spezi-
fisch in diesem Gewebe exprimiert wird. Vervollstandigt wurde die Expressionskassette
durch eine Simian Virus 40 (SV40) Poly-A-Sequenz, die als Terminierungssequenz
diente. Das Genkonstrukt wurde in befruchtete Eizellen von FVB/N-Mausen injiziert,
woraufhin Nachkommen mit herzspezifischer Expression des H.-Rezeptors nachgewie-
sen werden konnten. Diese transgenen Tiere wurden abschlieend in den CD1-Stamm

eingekreuzt. (Gergs et al., 2019)

Die H>-TG-Tiere waren zum Versuchszeitpunkt durchschnittlich 155 + 7,72 Tage alt
und 38,4 £+ 0,98 g schwer. Die WT-Mause waren durchschnittlich 162 + 5,91 Tage alt
und wogen 37,7 + 1,25 g. Es wurden insgesamt 45 H,-TG verwendet, davon waren 29
weiblich und 16 mannlich. Bei den WT wurden insgesamt 41 Tiere verwendet, 26 weib-
liche und 15 mannliche. Die Haltung und Zucht der Tiere wurde durch die Core Facility
Tierhaltung der medizinischen Fakultat der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg
durchgefuhrt. Sdmtliche Genehmigungen liegen dort vor. Tierversuche (Echokardiogra-
fie) erfolgten entsprechend dem genehmigten Tierversuchsantrag vom 01. Méarz 2021
mit dem Aktenzeichen 203.m-42502-2-1662 MLU.

3.2. Genotypisierung

Alle verwendeten Tiere wurden vor den Versuchen anhand von Schwanzspitzen-DNA

genotypisiert und zur spateren Identifizierung mit einer Ohrmarke versehen.

Im ersten Schritt wurde die DNA isoliert. Hierflr wurde etwa 2 mm der Schwanzspitze
entfernt und mit 250 pl Lysispuffer (siehe Anhang) in ein Reaktionsgefald gegeben.
Dieses wurde tber Nacht bei 56 °C im Thermomixer schittelnd inkubiert. Anschlielend

wurde 250 pl Neutralisationspuffer (siehe Anhang) hinzugegeben und gut gemischt.

Im nachsten Schritt wurde die DNA durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ver-

vielfaltigt. Dieses Verfahren ermdglicht es, eine bekannte DNA-Sequenz — in diesem

12



3. Material und Methoden

Fall die fur den humanen Histamin-H.-Rezeptor kodierende — mit Hilfe spezifischer
Primer exponentiell zu vervielfaltigen. Dafur wurde ein Reaktionsansatz (Mastermix)
aus forward- und reverse-Primer, einem vorgefertigten 2-fach Mastermix (Vazyme
#P211) und zweifach destilliertem Wasser (aqua bidest) hergestellt (siehe Anhang) und
schlieBlich 19 pl dieses Reaktionsansatzes mit 1 pl der isolierten DNA gemischt. Mit
dem entsprechenden Programm zur PCR (siehe Anhang) wurde die DNA-Sequenz in

einem Eppendorf ,Mastercycler gradient” vervielfaltigt.

Zuletzt wurde die vervielfaltigte DNA mittels Agarosegelelektrophorese analysiert, mit
der elektrisch geladene Molekiile in einem Agarosegel ihrer Groflke nach getrennt
werden. Im elektrischen Feld haben die DNA-Fragmente — abhangig von ihrer Grofle —
eine unterschiedliche Laufweite im Gel. Dazu wurde zunachst ein 1 %iges Agarosegel
hergestellt (siehe Anhang), in einer Gelkammer mit Kdmmen versetzt, etwa 20 Minuten
polymerisiert und dann die Kdmme entfernt. Anschlielend wurde in die erste Tasche
des Gels 8 pl eines GroRenmarkers (Gene Ruler 1 kb DNA Ladder) zur Gréf3enkontrolle
und in die weiteren Taschen je 15 pyl PCR-Produkt pipettiert. Der Strom (Stromstarke
100 mA) wurde angelegt und nach einer Laufzeit von 20 bis 30 Minuten konnte das
Ergebnis unter UV-Licht sichtbar gemacht, fotodokumentiert und ausgewertet werden
(Abb. 3B).

A
Nrul Nrul
| |— 1234 bp 4| |
S a-MHC-promoter cDNA H,-receptor ?;; | SV40 PolyA —
MHC-Seq-P1—

568 bp <« hH2R-Seg-P1R

MHC-Seq-P1 (forward primer): 5-ACCCTTACCCCACATAGACC-3’
hH2R-Seq-P1R (reverse primer). 5-~AGCAGGTCAGTGATAGCCAA-3'
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I

gene ruler H2-TG WT
1 kb DNA
ladder

Abb. 3: (A) Transgenes Konstrukt des H>-Rezeptors. Die humane H>-Rezeptor-cDNA
wurde zusammen mit einem c-terminalen 6xHistidin-tag hinter die herzmuskelspezifische
a-Myosin schwere Kette Promotor Expressionskassette eingefugt. (B) Genotypisierung
der Ho-Rezeptor-transgenen (H2>-TG) Mause im Vergleich zu Wildtyp (WT) Mausen durch
PCR und Agarosegelelektrophorese von DNA der Schwanzspitzen. Bei H>-TG konnte
das DNA-Fragment des Hz-Rezeptors vervielfaltigt werden und ist als Bande im Gel
sichtbar. WT verflugen nicht Uber diese DNA-Sequenz, demzufolge ist auch keine Bande
im Gel zu erkennen. Quelle: (A) in Anlehnung an Gergs et al., 2019, (B) eigene
Darstellung

3.3. Kontraktionversuche
3.3.1. Das Organbad

Um wahrend der Versuche ein mdglichst physiologisches Milieu zu schaffen, befanden
sich die Praparate in einem Organbad gefullt mit 10 ml sogenannter Tyrode-L&ésung,
die an jedem Versuchstag frisch hergestellt wurde. Dazu wurden drei vorbereitete
Stammldsungen in definierter Menge zusammengefigt (siehe Anhang) und zur pH-
Stabilisierung 10 Minuten mit Carbogen (95 % O2 und 5 % CO.) begast. Anschlief3end
wurden 0,8 ml Calciumchloridlésung (32,2 g CaCl2/100 ml H20), 1 g Glucose, 49,9 g
Ascorbinsaure und 19 g Na;EDTA hinzugefligt und die Lésung mit aqua bidest auf

1 Liter aufgefullt. Die Tyrode-Lésung wurde auf 37 °C erwarmt, fortan auf dieser Tem-
peratur gehalten und kontinuierlich mit Carbogen begast, um einen gleichbleibenden
pH-Wert von 7,4 zu halten.
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3.3.2. Die Messanlage

Die Messanlage bestand aus mehreren doppelwandigen Gefallen, die jeweils zur Auf-
nahme eines Vorhofes dienten (Abb. 4). Der innere Teil wurde mit 10 ml Tyrode-Ldsung
befullt und durch einen Carbogen-Anschluss durchgehend begast. Die Flussigkeit konnte
Uber einen Abfluss am unteren Ende des Lumens abgelassen werden, in das offene,
obere Ende konnten Wirkstoffe und frische Flussigkeit eingefillt werden. Der aul3ere
Teil des Doppelwandgefalles war Uber einen Ein- und Ausfluss an einen auf 37 °C be-
heizten Wasserkreislauf angeschlossen, wodurch das Organbad wahrend des Versuchs

indirekt temperiert wurde.

Mit Hilfe einer Haltevorrichtung, an der der Vorhof mit zwei Metalldréhten befestigt
wurde, konnte das Praparat in das Organbad eingetaucht werden. Der obere Draht war
mit einem Kraftaufnehmer verbunden, der die Kontraktionskraft aufnahm und — verstarkt
durch einen Bruckenverstarker — an einen Digitalisierer und zur Aufzeichnung mit der

Software Labchart 8 (ADInstruments, Oxford, UK) weiter an den Computer leitete.

Zwei Reizelektroden an der Haltevorrichtung boten die Mdglichkeit, den Vorhof elektrisch
zu stimulieren. Diese wurden bei den linken Vorhofpraparaten eingesetzt, wobei die
Reizung mit einer Frequenz von 1 Hz, einer Impulsdauer von 5 ms und einer Spannung
etwa 10-20 % oberhalb des Schwellenwertes erfolgte. Die linken Vorhofpraparate dien-

ten der Analyse der Kontraktionskraft.

Die rechten Vorhofpraparate dienten dagegen vorrangig der Frequenzmessung. Da sie
den Sinusknoten enthielten, konnten sie spontan schlagen — vorausgesetzt das Reiz-

bildungs- und -leitungssystem wurde wahrend der Praparation nicht beschadigt.

Vor Beginn jedes Versuches wurde die Messanlage kalibriert: Der Nullpunkt wurde bei
frei hangendem Metalldraht festgelegt und nach Belastung des Drahtes mit einem
500 mg Gewicht wurde der entsprechende Ausschlag mit 5 mN als Referenz gespei-

chert. Anschlielend konnte die Anlage in Betrieb genommen werden.
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Versuchsapparatur. Der Vorhof hangt im Organ-
bad im inneren Teil des doppelwandigen Gefalles, das kontinuierlich mit Carbogen
begast wird. Durch die Reizelektroden kénnen die linken Vorhofe elektrisch stimuliert
werden. Der auliere Teil ist an einen beheizten Wasserkreislauf angeschlossen und
temperiert das Organbad auf 37 °C. Uber den Kraftaufnehmer wird die Kontraktions-
kraft abgeleitet. Quelle: eigene Darstellung

3.3.3. Organentnahme der Mausherzen

Zuerst wurde bei jeder Maus anhand der Ohrmarke die Identitat Gberprift und das Tier
gewogen. Anschlieend wurden intraperitoneal 500 IE Heparin injiziert, um eine
Thrombenbildung zu vermeiden. Durch eine intraperitoneal applizierte Dosis Pentobar-
bital (50-75 mg/kg Kérpergewicht) wurden die Tiere narkotisiert. Nach dem Wirkungs-
eintritt, der mittels Schmerzreiz Uberprift wurde, konnte die Maus in Riickenlage an der
Haut von Thorax und Abdomen in einer Praparierschale fixiert werden. Mit einem Schnitt
ventral wurden Fell und Oberhaut entfernt und mit einem weiteren das Peritoneum er-
Offnet, sodass das Zwerchfell von kaudal einsehbar war. Dieses wurde vorsichtig entlang
des Rippenbogens aufgeschnitten und anschlielend die Rippen links und rechts seitlich

in Richtung kranial durchtrennt. Dadurch konnten das Sternum und die vorderen Rippen
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nach kranial aufgeklappt werden und die Thoraxorgane wurden gut sichtbar. Nun
konnten die zu- und abfhrenden Gefal3e durchtrennt und das Herz-Lungen-Paket in
ein Becherglas mit raumtemperierter Tyrode Uberfuhrt werden. Die Eigenkontraktion
und eine vorsichtige Komprimierung spulten das restliche Blut aus dem Herzen. Bevor
der restliche Kérper entsorgt wurde, wurde abschlieRend von der Schwanzspitze des
Tieres ein etwa 0,5 cm langes Stiick entnommen, um eventuell eine nachtragliche

Genotypisierung zu ermdglichen.

3.3.4. Praparation der Mausvorhofe

Zur Praparation der Vorhéfe wurde das entnommene Herz-Lungen-Paket in eine mit
Tyrode befillte und Carbon begaste Praparierschale gelegt, am Herzapex fixiert und
zunachst die Lungenfligel, die groBen Gefalle und der Thymus entfernt. AnschlieRend
konnte der linke Vorhof vom restlichen Gewebe geldst und am oberen und unteren Pol
mit einem kleinen Haken durchstochen werden. So war das Einhangen in die Haltevor-
richtung mdglich. Die elektrische Reizung wurde gestartet und der Vorhof auf 5 mN
vorgespannt. Bis auf die elektrische Reizung wurde mit dem rechten Vorhof genauso
verfahren. Dabei musste auflerst vorsichtig gearbeitet werden, um den empfindlichen

Sinusknoten nicht zu schadigen.

Die ersten 30 Minuten in der Anlage dienten der Equilibrierung der Vorhdéfe. In dieser
Zeit wurde alle 10 Minuten die Tyrode-Lésung gewechselt und die Vorhdfe gegebenen-

falls nachgespannt, um die optimale isometrische Kraftmessung zu gewahrleisten.

3.3.5. Versuchsdurchfuhrung

Die Versuchsprotokolle sind in Abbildung 5 schematisch dargestellt und erfolgten jeweils
bei Ho-TG- und WT-Mausen. Zu Beginn eines jeden Versuches erfolgte die Zugabe
von Histamin, wodurch sich die vorangegangene Genotypisierung anhand der physio-
logischen Reaktion bestatigte. Die Zugabe erfolgte kumulativ von 10° M bis 10° M
(Einzelschritte: 10° M, 3x10° M, 10 M, 3x10® M, usw.) oder in spateren Versuchen
als Bolusgabe von 10 M. Die kumulative Gabe ermdglichte es, eine Konzentrations-
Wirkungs-Kurve (KWK) zu erstellen. Die Steigerung auf die nachsthéhere Konzentra-
tion erfolgte erst, wenn die Wirkung ein Plateau erreicht hatte, also die jeweilige Kon-
zentration die maximale Wirkung zeigte. Bei Histamin dauerte dies finf Minuten pro
Konzentrationsstufe. AnschlieRend wurde innerhalb von 30 Minuten drei Mal die Tyrode-
Lésung im Organbad gewechselt, um den Wirkstoff vollstandig auszuspilen (wash

out). Dadurch wurde wieder die Ausgangskraft und -frequenz erreicht.
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Im weiteren Ablauf unterschieden sich die Versuche: In Versuchsreihe 1 erfolgte eine
Bolusgabe von 1 uM Isoprenalin und nach Erreichen des Wirkmaximums eine erneute
kumulative Gabe von 10° M bis 10® M Histamin ohne zwischenzeitliches wash out. In
Versuchsreihe 2, 4 und 6 wurde durch kumulative Gabe eine KWK der neuen H.-Re-
zeptor-Agonisten UR-P0563 (10° M bis 10 M), UR-MB-158 (10™"" M bis 10° M) und
UR-MB-159 (10™"" M bis 10 M) erstellt. Die kumulative Gabe erfolgte wieder bis zum
Erreichen des Plateaus. Die angewendeten Konzentrationsbereiche wurden den experi-

mentell ermittelten, unterschiedlichen Wirkungsbereichen der Substanzen angepasst.

Versuchsreihe 5 bis 7 dienten der Uberpriifung der Antagonisierbarkeit von UR-P0563,
UR-MB-158 und UR-MB-159 durch den H>-Rezeptor-Antagonisten Famotidin. Zu diesem
Zweck erfolgte die Bolusgabe von 10 yM Famotidin. Nach einer Inkubationszeit von 30
Minuten wurde eine KWK von UR-P0563 (10 M bis 10° M), UR-MB-158 (10° M bis
10° M) und UR-MB-159 (10" M bis 10° M) durchgefiihrt. Um den Verbrauch von Ver-
suchstieren zu reduzieren, wurden teilweise die Versuche 5 bis 7 direkt im Anschluss
an Versuch 2 bis 4 durchgefiihrt. In diesem Fall fand keine erneute Histamin KWK statt.
Nach Abschluss der ersten KWK (Versuch 2/3/4) wurde der Wirkstoff iber 30 Minuten
mit Tyrode ausgespililt, die bereits 10 uM Famotidin enthielt. Anschlieend folgte die
zweite KWK (Versuch 5/6/7) mit derselben Substanz, die auch in der ersten KWK ver-

wendet wurde.

Am Ende eines jeden Versuches wurden die Vorhéfe in flissigem Stickstoff eingefroren
und bis zur weiteren Verwendung zur Bestimmung der Proteinphosphorylierung (siehe
3.6.) bei -80 °C gelagert. Auch die Schwanzspitze und das Restherz wurden unmittelbar

nach der Praparation so eingelagert.

1 Histamine > ni

1 yM isoprenaline > Histamine in presence of isoprenaline

2 Histamine > UR-Po563
3 | Histamine M UR-MB-158
4 | Histamine > SR UR-MB-159

5 Histamine > 10 uM famotidine > UR-P0563 in presence of famotidine

6 Histamine> 10 uM famotidine > UR-MB-158 in presence of famotidine

7 Histamine > 10 uM famotidine > UR-MB-159 in presence of famotidine

[ ]=cumulatively applied [ _]= single dose = Wash out
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Abb. 5: Versuchsprotokolle. In jeder Versuchsreihe wurde zu Beginn Histamin gegeben,
um die Differenzierung zwischen Hz-Rezeptor-transgenen und Wildtyp Mausen zu be-
statigen. Anschlieend wurde das Histamin Gber 30 Minuten ausgewaschen. In Ver-
suchsablauf (1) folgte auf einen Bolus von 1 uM Isoprenalin ohne zwischenzeitliches
auswaschen Histamin in steigender Konzentration. Die Ho-Rezeptor-Agonisten
UR-P0563, UR-MB-58 und UR-MB-159 wurden in steigender Konzentration sowohl
einzeln (2,4,6), als auch nach Bolusgabe von 10 yM Famotidin (3,5,7) gegeben.
Quelle: eigene Darstellung

3.3.6. Menschliche Vorhofpraparate

In Zusammenarbeit mit der Herzchirurgie des Universitatsklinikums Halle konnten auch
sieben menschliche Vorhofpraparate fir Kontraktionsversuche genutzt werden. Die
Gewebeproben aus dem rechten Vorhof wurden im Rahmen von Bypass-Operationen
von Patienten mit koronarer 3-Gefal3-Erkrankung entnommen. Anschliefend wurden
im Institut fr Pharmakologie und Toxikologie einzelne Trabekel von 5-8 mm Lange ab-
prapariert und mit kleinen Haken versehen. So konnten die Praparate analog zu den
linken Mausvorhdéfen in die Messanlage eingehangt, elektrisch gereizt und equilibriert
werden. AnschlieBend wurde UR-P0563 kumulativ (10° M bis 10° M) in das Organbad
pipettiert.

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Martin-Luther-Universitat Halle-Witten-
berg genehmigt (hm-bi 04.08.2005), entsprach der Deklaration von Helsinki und die

Patienten gaben ihr informiertes Einverstandnis.

Alle Patienten waren mannlich, 52 bis 72 Jahre alt und hatten eine linksventrikulare
Ejektionsfraktion von 40 bis 60 % sowie eine Angina pectoris Grad Il nach CCS-Skala
(Canadian Cardiovascular Society). Die Erkrankungen entsprachen dem Stadium Il bis
IV der NYHA-Klassifikation (New York Heart Association). Bekannte Komorbiditaten
waren arterielle Hypertonie, Hypercholesterindmie und Diabetes mellitus. An Medika-
menten wurden Antikoagulanzien, Thrombozytenaggregationshemmer, B-Adrenozep-
tor-Antagonisten, Kalziumkanalblocker (Dihydropyridine), Angiotensin-Converting-
Enzym-Hemmer oder Angiotensin-Rezeptor-Blocker, Diuretika, Protonenpumpenhem-

mer und Metformin oder Insulin eingenommen bzw. gespritzt.

3.4. Langendorff-Herzen

Die Langendorff-Apparatur (Langendorff, 1895) bietet die Mdglichkeit, Beobachtungen
am isolierten, spontan schlagenden, kompletten Herz anzustellen. Nach Vorbereitung
der Tyrode-Lésung (entsprechend 3.3.1.) wurde diese durch eine Filteranlage filtriert.

Die Apparatur wurde vor Versuchsbeginn gereinigt und die Tyrode auf 37 °C erwarmt,
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mit Carbogen begast und mit Hilfe einer Blasenfalle blasenfrei in die Anlage eingespeist.
Das Filtrieren und blasenfreie Einspeisen war wichtig, um Embolien durch Partikel oder
Luftblaschen zu vermeiden, da die Tyrode als Perfusionsflissigkeit diente. Die Organ-
entnahme der Herzen von H>-TG und WT erfolgte in der bereits unter 3.3.3. beschrie-
benen Art, wobei darauf geachtet wurde einen mdéglichst grofen Anteil des Aortenbo-
gens zu belassen. Die weitere Praparation erfolgte in einer Tyrode-befllten Praparier-
schale unter dem Mikroskop. Das Herz wurde sofort an einer 20 Gauge Kanile tber
die Aorta fixiert. Die Kanlle wurde dabei nur so weit vorgeschoben, dass sie kurz vor
der Aortenklappe endete. So konnte gewahrleistet werden, dass sich bei Injektion von
Flissigkeit die Aortenklappe durch den hydrodynamischen Druck verschloss und die
Perfusionsflussigkeit in die Koronararterien gelangte. Somit konnte die Durchblutung
des Herzens in Form einer retrograden Perfusion imitiert werden. Das Herz wurde mit
Tyrode gespult und Lungen- und Thymusreste entfernt. Dann konnte es Uber die Kandle
blasenfrei in die Anlage eingehangt werden. Ein am Herzapex befestigtes Metallhakchen
war Uber eine Umlenkrolle mit einem Kraftaufnehmer verbunden, der die Herzkontrakti-
onen erfasste und Uber einen Briickenverstarker und Digitalisierer an den Computer
weiterleitete, welcher sie mit Hilfe des Programmes LabChart 8 aufzeichnete. In der
Anlage wurde das Herz durch eine Pumpe mit einem konstanten Fluss von 2 ml/min
mit der erwarmten und oxygenierten Tyrode perfundiert. Nach 30-minutiger Equilibrie-
rungszeit wurde 1 yM UR-P0563 Uiber eine angeschlossene Spritzenpumpanlage in
das System eingespeist. Wie bei den Kontraktionsversuchen (siehe 3.3.5.) wurde auch
hier das Herz nach dem Versuch in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren

Verwendung (Bestimmung der Proteinphosphorylierung, siehe 3.6.) bei -80 °C gelagert.

3.5. Echokardiografie

Die Wirkung der neuen H>-Rezeptor-Agonisten in vivo wurde echokardiografisch beur-
teilt. Dazu wurden Versuche sowohl an H2-TG als auch an WT durchgefuhrt. Die Einlei-
tung der Narkose erfolgte durch Inhalation von 2 % Isofluran, wobei die Spontanatmung
erhalten blieb. Die Tiere wurden in Riickenlage auf einem beheizten Untersuchungs-
tisch an integrierten EKG-Elektroden fixiert und die Narkose durch Inhalation von 1,5 %
Isofluran Uber eine Nasensonde aufrechterhalten. Durch eine rektale Temperatursonde
konnte die Kérpertemperatur der Mause kontrolliert und mit Hilfe des Tisches bei 37 °C
gehalten werden. Der ventrale Thorax wurde enthaart und anschlieRend 100 ul einer

1 mM Stammlésung von UR-P0563, UR-MB-158 oder UR-MB-159 intraperitoneal
injiziert. Bei UR-P0o563 wurde aulRerdem die Antagonisierbarkeit durch Famotidin unter-

sucht. Hierfur erfolgte zuerst eine intraperitoneale Injektion von 100 pl einer 1 mM
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Stammlésung von Famotidin. Finf Minuten spater folgte die gleiche Menge UR-P0563

ebenfalls intraperitoneal.

Die Untersuchungen wurden transthorakal mit einer 10 mHz Ultraschallsonde in der
parasternalen kurzen Achse durchgefuhrt. Es wurden zunachst Untersuchungen im
B-Mode gemacht und dann auf den M-Mode gewechselt. Die Untersuchung und Daten-
analyse erfolgte mit dem Ultraschallsystem Vevo 2100 und der dazugehorigen Software
Vevo 2100 4.1.0 (Visual Sonic, Toronto, Kanada), wobei jeweils unmittelbar vor und
funf Minuten nach der Injektion die Schlagfrequenz und die Ejektionsfraktion des linken

Ventrikels beobachtet wurden.

3.6. Western Blot-Analysen

Um den Signalweg von UR-P0563 besser zu verstehen, wurde in den Vorhéfen und
Ventrikeln der Mausherzen der Phosphorylierungszustand von Phospholamban an den
Aminosauren Serin-16 und Threonin-17 untersucht. Diese Aminosauren werden bekann-
termal3en in der Signalkaskade des Histamin H2-Rezeptors phosphoryliert (siehe 1.3.
und Abb. 1), was durch Western Blots mit phosphorylierungsspezifischen Antikbrpern
gut nachgewiesen werden kann. Hierflr wurden die Praparate aus den Kontraktions-
und Langendorff-Versuchen verwendet, die im Wirkmaximum von je 1 yM UR-P0563

eingefrorenen und bei -80 °C gelagerten wurden.

Im ersten Schritt wurden die Proben homogenisiert. Dies erfolgte zunachst mittels Mikro-
dismembrator (1 min, 2000-2700 rpm), wobei 50-100 mg Gewebe mit 100 yM Homo-
genisationspuffer (siehe Anhang) gemischt, mit flissigem Stickstoff eingefroren und
durch eine Stahlkugel zermahlt wurde. Das entstandene Gewebepulver wurde erneut
mit 100 uM Homogenisationspuffer gemischt und nach dem Auftauen zweimal fur je 30
Sekunden ultraschallhomogenisiert. Nach einer 30-minutigen Inkubation bei 25 °C und
anschlieBender Zentrifugation (30 min, 14000 rpm) konnten die Uberstande (Homoge-

nate) abpipettiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert werden.

Im nachsten Schritt erfolgte die quantitative Proteinbestimmung nach Lowry (Lowry et
al., 1951). Als Standard diente 1 mg Albumin/ml aqua bidest in einer Verdinnung von
1:100. Hiermit wurden die Standardverdiinnungen angesetzt. Die Proben (Homoge-
nate) wurden mit aqua bidest auf 1:50 (Vorhdfe) bzw. 1:100 (Ventrikel) vorverdiinnt
und anschliel3end 100 pl zu 400 pl aqua bidest gegeben. Nach Zugabe von je 500 pl
Lésung D (siehe Anhang) zu den Proben und Standards und 15-min(tiger Inkubation
wurde je 0,1 ml Lésung E (siehe Anhang) beigemischt und erneut 15 Minuten inkubiert.

AnschlieRend konnte die Absorption der Standard- und Probenlésungen bei 595 nm im

21



3. Material und Methoden

Photometer gemessen werden. Anhand der Standardkurve konnte der Proteingehalt
der Proben berechnet werden, sodass fir die folgenden Analysen die Mengen fiir eine
Verdinnung samtlicher Proben auf eine einheitliche Konzentration von 1 ug Protein/ul

Endvolumen bekannt waren.

Als nachstes sollten die Proteine mittels SDS-Page ihrer Grof3e nach aufgetrennt
werden. Dies erfolgte mit Hilfe einer vertikalen Elektrophorese-Apparatur, welche mit
einem Trenn- und einem Sammelgel sowie Elektrophorese-Puffer (sieche Anhang) beflllt
wurde. Das Trenngel (siehe Anhang) wurde bereits am Vortag gegossen, polymerisiert
und Uber Nacht im Kihlraum gelagert. Am Versuchstag wurde dann das Sammelgel
gegossen (siehe Anhang), mit Kdmmen versehen und polymerisiert. Nach Aufbau der
Elektrophorese-Apparatur wurden die nach Lowry berechneten Mengen der Probenl6-
sungen mit 2-fach-Probenpuffer (siehe Anhang) verdinnt und 10 Minuten auf 95 °C
erhitzt. Danach konnten die Geltaschen mit 60 pl Probenlésung (entsprich 60 ug Pro-
tein) pro Spur geladen werden. Eine Tasche wurde zudem mit einem Grofienmarker
befllt. Die Trennung erfolgte, indem eine Stromstarke von 40 mA pro Gel so lang an
die Kammer angelegt wurde, bis die Bande beinahe das untere Ende des Gels erreichte
(3-4 Stunden).

Im Anschluss erfolgte der Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran. Zu
diesem Zweck wurde das Gel aus der Elektrophorese-Apparatur in eine Transferkas-
sette Uberfuhrt. Dabei wurde in der Kassette ein Transfersandwich geschichtet, welches
von Kathode (-) zu Anode (+) aus den Lagen Schwamm, Filterpapier, Gel, Nitrozellulo-
semembran, Filterpapier und Schwamm bestand. Die Kassette wurde in die mit Trans-
ferpuffer geflllte (siehe Anhang) Blottingkammer Gberfihrt und es wurde bei einer
Temperatur von 4 °C fur 16 Stunden ein Strom von 0,25 A angelegt (4 Ah). Die negativ
geladenen Proteine wanderten nun in Richtung Anode in die Nitrozellulosemembran.
Nach dem Transfer wurde diese mittels Ponceau-Rot (siehe Anhang) gefarbt und ein-

gescannt.

Der Nachweis spezifischer Proteine auf der Membran erfolgte mit Hilfe primarer und
sekundarer Antikorper. Die primaren Antikorper waren spezifisch gegen phosphoryliertes
Serin-16 (Ser-16), phosphoryliertes Threonin-17 (Thr-17) und als Beladungskontrolle
gegen Calsequestrin gerichtet. Die sekundaren Antikdrper waren gegen die primaren
Antikorper gerichtet und an ein Enzym gekoppelt (alkalische Phosphatase; AP), welches
die nachfolgende Farbreaktion ermdglichte und somit eine optische Darstellung der
spezifischen Proteine erlaubte. Fiir den Nachweis wurde die Membran zuerst auf den
zu erwartenden Bereich zugeschnitten und in TBST (siehe Anhang) gewaschen. Nach
Blockierung mit 2 % BSA (Ser-16, Thr-17) bzw. mit 5 % Milchpulver (CSQ) (siehe
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Anhang) wurde die Membran mit den primaren Antikérpern anti-Ser16P-PLB, anti-
Thr17P-PLB oder anti-CSQ-1 uber Nacht bei 4 °C im Blockierungspuffer inkubiert. Am
Folgetag konnte nach Waschen mit TBST die Inkubation mit den sekundaren Antikor-
pern anti-rabbit-IgG erfolgen. AbschlieRend wurde die Membran erneut dreimal fir 10
Minuten mit TBST und zweimal fir 2 Minuten mit AP-Puffer (siehe Anhang) gesplilt
und die Farbreaktion mit ECF durchgefuhrt. Hierflr wurde die ECF-Substrat-Losung
(siehe Anhang) 1:10 mit AP-Puffer verdiinnt und die Membran mit 10 ml der Verdiin-
nung fur 5 Minuten dunkel inkubiert. Nach erneutem Spulen mit AP-Puffer wurde die
Membran in einen Typhoon-Scanner Uberfihrt und die Fluoreszenz bei 532 nm mit der

Software ImageQuant quantifiziert.

3.7. Datenanalyse

Zur Auswertung der Daten wurde Microsoft Excel und GraphPad Prism verwendet. Es
handelt sich um Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Die statistische
Signifikanz wurde je nach Fragestellung mithilfe von verbundenen und unverbundenen
t-Test sowie Varianzanalyse (ANOVA) gefolgt von einem Bonferroni-Test betrachtet.
Ein p-Wert kleiner 0,05 galt dabei als signifikant. Des Weiteren wurden ECso-Werte
berechnet. Zur Erstellung von Grafiken wurden GraphPad Prism und Microsoft

PowerPoint genutzt.
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4. Ergebnisse

4.1. Genotypisierung

Wie unter 3.2. beschrieben wurden der Genotyp aller Tiere vor der Verwendung flr
weitere Versuche mittels PCR und Gelelektrophorese festgestellt. Die verwendeten
Primer waren dabei spezifisch fir die DNA-Sequenz des humanen Histamin H.-Rezep-
tors, wodurch die eindeutige Unterscheidung zwischen H,-TG und WT mdglich war.
Das entstandene Produkt hatte eine Lange von 568 bp. Wenn bei dieser Grole eine
Bande zu sehen war, konnte das Tier folglich als Ho-TG eingeordnet werden (siehe
Abb. 3B). War bei 568 bp keine Bande zu sehen, musste es sich um WT handeln, da

diese nicht Uber die gesuchte DNA-Sequenz verfigen.

4.2. Kontraktionsversuche
4.2.1. Histamin

In elektrisch stimulierten linken Vorhéfen erhdhte Histamin die Kontraktionskraft bei
H>-TG, jedoch nicht bei WT (repréasentative Aufnahmen in Abb. 6A). Die basale Kon-
traktionskraft betrug durchschnittlich 3,26 + 0,34 mN bei H>-TG und 3,13 + 0,22 mN bei
WT. Nach kumulativer Gabe von 1 yM Histamin stieg die Kontraktionskraft bei H>-TG
konzentrationsabhangig bis auf 7,0 + 0,5 mN (229 %) an. Bei WT war kein positiv ino-

troper Effekt festzustellen. Die Daten sind in Abbildung 6B dargestellt.

Des Weiteren wurde die Kontraktions- (t1) und Relaxationszeit (t2) (Abb. 6D) sowie die
maximale Kontraktions- (dF/dtmax) und Relaxationsgeschwindigkeit (dF/dtmin) (Abb. 6E)
untersucht. Dabei wurde eine Verklrzung der Kontraktionszeit von 14,1 + 0,34 ms auf
12,7 £ 0,15 ms und der Relaxationszeit von 31,5 + 2,55 ms auf 26,7 + 0,94 ms bei H>-TG
festgestellt. Bei WT war dieser Effekt nicht vorhanden. Die Kontraktionsgeschwindigkeit
stieg bei H>-TG von 212 + 21,2 mN/s auf 498 + 31,6 mN/s, bei WT blieb sie unverandert.
Auch bei der Relaxationsgeschwindigkeit war bei WT keine Steigerung durch Histamin
zu sehen, wahrend sie bei Ho-TG stieg (-110 + 9,06 mN/s auf -257 + 15,3 mN/s). Da
die Relaxationsgeschwindigkeit der minimalen Geschwindigkeit der Spannungsent-
wicklung entspricht, ist eine starkere Negativierung des Wertes als eine Beschleunigung

der Relaxation zu verstehen.

Die spontan schlagenden rechten Vorhéfe unterschieden sich bereits in den Ausgangs-

werten in ihrer Schlagfrequenz. H>-TG Vorhéfe schlugen mit 452 + 26,2 bpm, wahrend
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WT Vorhofe Frequenzen von 369 + 8,18 bpm hatten. Bei WT war jedoch nach kumula-

tiver Gabe von 1 yM Histamin keine Zunahme nachzuweisen. Die Schlagfrequenz von
H>-TG stieg dagegen auf 580 + 24,7 bpm (129 %) an (Abb. 6C).
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Abb. 6: Wirkung von Histamin auf isolierte rechte und linke Vorhofe. (A) Reprasentati-
ves Mechanogramm der Wirkung von Histamin in steigender Konzentration auf die
Kontraktionskraft elektrisch stimulierter (1 Hz) linker Vorhéfe von H2-TG im Vergleich
zu WT. Die horizontale Achse gibt die Zeit an, die vertikale Achse die Kontraktionskraft
(mN). Zu sehen ist ein deutlicher positiv inotroper Effekt bei H>-TG, jedoch nicht bei
WT. (B) Wirkung von Histamin auf die Kontraktionskraft (Ordinate in mN) der linken
Vorhéfe von Ho-TG (n=11) und WT (n=17). (C) Wirkung von Histamin auf die Schlag-
frequenz (in bpm, Ordinate) spontan schlagender rechter Vorhéfe von Ho-TG (n=6) und
WT (n=9). (D) Wirkung von Histamin auf die Kontraktions- (t1) und Relaxationszeit (t.)
(in ms, vertikale Achse) der linken Vorhodfe von Ho-TG (n=11) und WT (n=17). (E) Wir-
kung von Histamin auf Kontraktions- (dF/dtmax) und Relaxationsgeschwindigkeit (dF/dtmin)
in mN/s (Ordinate) linker Vorhéfe von Ho-TG (n=11) und WT (n=17). *Erstes p < 0,05
vs. WT. *p < 0,05 vs. Ctr. Abszisse: negativ logarithmische Konzentration von Histamin
in Mol (M). Quelle: eigene Darstellung

4.2.2. UR-P0o563 bei Maus und Mensch

Analog zu Histamin ist in den Einzelmechanogrammen der linken Vorhofe (Abb. 7A)
unter kumulativer Gabe von UR-P0563 ein eindeutiger positiv inotroper Effekt bei Ho-TG,
nicht aber bei WT, zu sehen. Auch ist eine Rechtsverschiebung der Wirkung — also ein
Eintreten dieser erst bei hdheren Konzentrationen — bei H>-TG durch vorherige Gabe
des Hz-Rezeptor-Antagonisten Famotidin zu erkennen. Dies spiegelt sich auch in den
Ergebnissen wider, die in den Abbildungen 7B bis H zusammengefasst sind. Die Kon-
traktionskraft von Ho-TG stieg von 1,84 + 0,53 mN Ausgangskraft auf 6,54 + 0,36 mN
(607 %) an (Abb. 7B und 7C). Der Effekt war konzentrationsabhangig mit einem pECso-
Wert von 8,27 + 0,18 (Ubersicht der pECso-Werte in Tab. 1). Der pECso-Wert, welcher
als Maf fur die Potenz eines Pharmakons dient, wurde als negativ dekadischer Loga-
rithmus des ECso-Wertes berechnet. Der ECso-Wert beschreibt dabei die Konzentration
eines Wirkstoffes, bei der 50 % der maximalen Wirkung erreicht werden. In Anwesen-
heit von Famotidin wurden &hnlich hohe Werte erreicht, allerdings erst bei hdheren
Konzentrationen von UR-P0563. Wahrend bei alleiniger UR-P0o563-Gabe bereits bei
Konzentrationen von 10° M ein Anstieg der Kraft im Mechanogramm zu erkennen war
(erstes p < 0,05 vs. WT bei 3x10° M), sah man dies in Anwesenheit von Famotidin erst
bei 107 M (erstes p < 0,05 vs. WT bei 3x10°). Es wurde eine Verkiirzung der Kontrakti-
onszeit (Abb. 7E) bei H,-TG festgestellt und es war eine Tendenz zur Verkurzung der
Relaxationszeit zu sehen (Abb. 7F). Wie durch Histamin stiegen auch durch UR-P0563
bei H>-TG die Kontraktions- (Abb. 7G) und die Relaxationsgeschwindigkeit an (Abb.
7H). Durch Famotidin konnten diese Effekte gehemmt werden. WT zeigte keine positiv
inotrope Reaktion auf UR-P0563.
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In den rechten Vorhofen hatte UR-P0o563 einen positiv chronotropen Effekt bei Ho-TG
(435 + 8,43 bpm auf 618 + 7,36 bpm, entspricht 142 %) und bei sehr hohen Konzentra-
tionen auch bei WT. Durch Famotidin wurde dieser bei H>-TG blockiert (Abb. 7D).
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Abb. 7: Wirkung von UR-P0563 auf isolierte linke und rechte Vorhofe. (A) Reprasenta-
tives Mechanogramm der Wirkung von UR-P0563 in steigender Konzentration auf die
Kontraktionskraft elektrisch stimulierter (1 Hz) linker Vorhéfe von H2-TG im Vergleich
zu WT einzeln und in Anwesenheit von Famotidin. Die horizontale Achse gibt die Zeit
an, die vertikale Achse die Kontraktionskraft (mN). (B) Wirkung von UR-P0563 auf die
Kontraktionskraft (mN, Ordinate) der linken Vorhéfe von Ho-TG (n=5) und WT (n=5) im
Vergleich zu Ho-TG (n=8) und WT (n=4) in Anwesenheit von Famotidin. (C) Wirkung
von UR-P0o563 auf die Zunahme der Kontraktionskraft ausgehend von Kontrolle (Ctr)
bzw. Famotidin (Fam) (Ordinate in mN) der linken Vorhéfe von Hx-TG (n=5, Ctr=1,84 +
0,53 mN) und WT (n=5, Ctr=1,10 + 0,26 mN) im Vergleich zu H>-TG (n=8, Fam=2,48 +
0,22 mN) und WT (n=4, Fam=3,00 + 0,33 mN) in Anwesenheit von Famotidin. (D) Wir-
kung von UR-P0563 auf die Schlagfrequenz (in bpm, Ordinate) spontan schlagender
rechter Vorhofe von Ho-TG (n=3) und WT (n=4) im Vergleich zu H>-TG (n=5) und WT
(n=3) in Anwesenheit von Famotidin. (E) Wirkung von UR-P0563 auf die Kontraktions-
zeit (t1) (in ms, vertikale Achse) der linken Vorhdfe von Hz-TG (n=5) und WT (n=5) im
Vergleich zu Ho-TG (n=8) und WT (n=4) in Anwesenheit von Famotidin. (F) Wirkung
von UR-P0o563 auf die Relaxationszeit (t2) (in ms, vertikale Achse) der linken Vorhofe
von Hz-TG (n=5) und WT (n=5) im Vergleich zu H>-TG (n=8) und WT (n=4) in Anwe-
senheit von Famotidin. (G) Wirkung von UR-P0563 auf die Kontraktionsgeschwindigkeit
(dF/dtmax) in mN/s (Ordinate) linker Vorhéfe von Ha-TG (n=5) und WT (n=5) im Vergleich
zu H2-TG (n=8) und WT (n=4) in Anwesenheit von Famotidin. (H) Wirkung von
UR-P0563 auf die Relaxationsgeschwindigkeit (dF/dtmin) in mN/s (Ordinate) linker Vor-
hofe von Ha-TG (n=5) und WT (n=5) im Vergleich zu H.-TG (n=8) und WT (n=4) in An-
wesenheit von Famotidin. *p < 0,05 vs. WT. #p < 0,05 vs. Ctr. *p < 0,05 vs. H>-TG in
Anwesenheit von Famotidin. Abszisse: negativ logarithmische Konzentration von
UR-P0563 in Mol (M). Quelle: eigene Darstellung

Die Kontraktionsversuche mit menschlichen Vorhofpraparaten dienten dazu, die Wirkung
von UR-P0563 aus dem Tiermodell besser auf das menschliche Herz tbertragen zu
kénnen. Auch hier konnte ein positiv inotroper Effekt von UR-P0563 festgestellt werden.
Ein exemplarisches Mechanogramm ist in Abbildung 8A zu sehen. Die Kontraktions-
kraft stieg von 6,53 + 1,36 mN auf 7,67 + 1,23 mN (125 %) an (Abb. 8B). Es konnte
eine Verkurzung der Kontraktionszeit (Abb. 8C) gezeigt werden. Bei der Relaxations-
zeit war die Effektstarke zu gering, es war jedoch eine Tendenz zur Verkiirzung zu
sehen (Abb. 8D). Die Kontraktions- (Abb. 8E) und die Relaxationsgeschwindigkeit
stiegen unter UR-P0563 (Abb. 8F).
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4. Ergebnisse

Abb. 8: Wirkung von UR-P0563 auf Praparate menschlicher Vorhofe. (A) Reprasenta-
tives Mechanogramm der Wirkung von UR-P0563 in steigender Konzentration auf die
Kontraktionskraft von elektrisch stimulierten (1 Hz) menschlichen Vorhofpraparaten.
Die horizontale Achse gibt die Zeit an, die vertikale Achse die Kontraktionskraft (mN).
(B) Wirkung von UR-P0563 auf die relative Kontraktionskraft (Ordinate in % von Kon-
trolle (Ctr)) menschlicher Vorhofpraparate (n=7, Ctr=6,53 + 1,36 mN). (C) Wirkung von
UR-P0563 auf die relative Kontraktionszeit (t1) (Ordiate in % von Ctr) menschlicher
Vorhofpraparate (n=7, Ctr=49,1 £ 1,97 ms). (D) Wirkung von UR-P0563 auf die relative
Relaxationszeit (t2) (in % von Ctr, Ordinate) menschlicher Vorhofpraparate (n=7, Ctr=111
+ 6,66 ms). (E) Wirkung von UR-P0563 auf die relative Kontraktionsgeschwindigkeit
(dF/dtmax) (in % von Ctr, vertikale Achse) menschlicher Vorhofpraparate (n=7, Ctr=129
+ 29,3 mN/s). (F) Wirkung von UR-P0563 auf die relative Relaxationsgeschwindigkeit
(dF/dtmin) (Ordinate in % von Ctr) menschlicher Vorhofpraparate (n=7, Ctr=66,4 +

8,42 mN/s). #p < 0,05 vs. Ctr. Abszisse: negativ logarithmische Konzentration von
UR-P0563 in Mol (M). Quelle: eigene Darstellung

4.2.3. UR-MB-158

In Abbildung 9A ist der positiv inotrope Effekt von UR-MB-158 in den elektrisch gereizten
linken Vorhéfen von Ho-TG zu sehen. Dieser lie® sich ebenso durch Famotidin antago-
nisieren, wie bereits bei UR-P0563 gezeigt wurde. Es zeigte sich auch ein leichter
Anstieg der Kontraktionskraft von WT bei hohen Konzentrationen von UR-MB-158.
Dieser war jedoch deutlich geringer als bei H>-TG. Die Kraftentwicklung der linken Vor-
hofe in Abhangigkeit von der Konzentration ist in den Abbildungen 9B und C dargestellt.
Mit einem pECso-Wert von 9,86 + 0,27 fihrte UR-MB-158 in kumulativer Applikation bis
10° M zum Anstieg der Kraft von Hx-TG von 4,17 + 0,51 mN auf 7,63 + 0,58 mN

(184 %). Damit Ubereinstimmend war eine Steigerung der Kontraktions- (Abb. 9G) und
der Relaxationsgeschwindigkeit (Abb. 9H) bei den linken Vorhéfen von Hx-TG festzu-
stellen. AuBerdem verkirzte sich die Kontraktionszeit (Abb. 9E). Bei all diesen Effekten
fand in Anwesenheit von Famotidin eine Verschiebung zu héheren Konzentrationen
UR-MB-158 statt. Es zeigte sich eine Tendenz zur Verkurzung der Relaxationszeit bei
alleiniger Gabe von UR-MB-158 bei H>-TG. In Anwesenheit von Famotidin verlangerte
sich die Relaxationszeit von H2>-TG sogar (Abb. 9F). Bis auf eine Verklrzung der Kon-

traktionszeit- und Relaxationszeit waren diese Wirkungen bei WT nicht zu finden.

Am rechten Vorhof zeigte UR-MB-158 eine Tendenz zu einem positiv chronotropen
Effekt in Ho-TG (408 + 23,7 bpm auf 588 + 50,7 bpm, entspricht 121 %) und WT, welcher

durch Famotidin nach rechts verschoben wurde.
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Abb. 9: Wirkung von UR-MB-158 auf isolierte rechte und linke Vorhéfe. (A) Reprasen-
tatives Mechanogramm der Wirkung von UR-MB-158 in steigender Konzentration auf
die Kontraktionskraft elektrisch stimulierter (1 Hz) linker Vorhéfe von H>-TG im Vergleich
zu WT allein und in Anwesenheit von Famotidin. Die horizontale Achse gibt die Zeit an
(min), die vertikale Achse die Kontraktionskraft (mN). (B) Wirkung von UR-MB-158 auf
die Kontaktionskraft (mN, Ordinate) der linken Vorhéfe von Ho-TG (n=1-7) und WT
(n=1-7) im Vergleich zu Ho-TG (n=8) und WT (n=5) in Anwesenheit von Famotidin. (C)
Wirkung von UR-MB-158 auf die Zunahme der Kontraktionskraft ausgehend von Kon-
trolle (Ctr) bzw. Famotidin (Fam) (Ordinate in mN) der linken Vorhdéfe von H>-TG (n=1-7,
Ctr=4,17 £ 0,51 mN) und WT (n=1-7, Ctr=3,03 + 0,32 mN) im Vergleich zu H.-TG (n=8,
Fam=3,19 + 0,35 mN) und WT (n=5, Fam=1,50 + 0,22 mN) in Anwesenheit von Famo-
tidin. (D) Wirkung von UR-MB-158 auf die Schlagfrequenz (in bpm, Ordinate) spontan
schlagender rechter Vorhofe von Ho-TG (n=3-4) und WT (n=5) im Vergleich zu H>-TG
(n=6) und WT (n=6) in Anwesenheit von Famotidin. (E) Wirkung von UR-MB-158 auf die
Kontraktionszeit (t1) (in ms, vertikale Achse) der linken Vorhéfe von Ho-TG (n=1-7) und
WT (n=1-7) im Vergleich zu H>-TG (n=8) und WT (n=5) in Anwesenheit von Famotidin.
(F) Wirkung von UR-MB-158 auf die Relaxationszeit (t2) (in ms, vertikale Achse) der
linken Vorhéfe von H>-TG (n=1-7) und WT (n=1-7) im Vergleich zu H>-TG (n=8) und
WT (n=5) in Anwesenheit von Famotidin. (G) Wirkung von UR-MB-158 auf die Kontrak-
tionsgeschwindigkeit (dF/dtmax) in mN/s (Ordinate) linker Vorhéfe von Ho-TG (n=1-7)
und WT (n=1-7) im Vergleich zu Ho-TG (n=8) und WT (n=5) in Anwesenheit von Famoti-
din. (H) Wirkung von UR-MB-158 auf die Relaxationsgeschwindigkeit (dF/dtmin) in mN/s
(Ordinate) linker Vorhéfe von Hz-TG (n=1-7) und WT (n=1-7) im Vergleich zu H>-TG
(n=8) und WT (n=5) in Anwesenheit von Famotidin. *p < 0,05 vs. WT. #p < 0,05 vs. Cir.
*p < 0,05 vs. Ho-TG in Anwesenheit von Famotidin. Abszisse: negativ logarithmische
Konzentration von UR-MB-158 in Mol (M). Quelle: eigene Darstellung

4.2.4. UR-MB-159

Genauso wie UR-P0563 und UR-MB-158 fuhrte auch UR-MB-159 zu einer — durch
Famotidin hemmbaren — Steigerung der Kontraktionskraft im linken Vorhof von Ho-TG,
nicht aber von WT (Einzelmechanogramm in Abb. 10A). Die Kontraktionskraft von H>-TG
konnte durch kumulative Gabe von 10® M UR-MB-159 von 3,38 + 0,65 mN auf 6,03 +
0,55 mN (219 %) gesteigert werden (Abb. 10B und C). Die Wirkung war mit einem
pECso-Wert von 8,21 + 0,42 konzentrationsabhangig und wurde durch Famotidin nach
rechts verschoben. Auflerdem konnte eine Verkirzung der Kontraktionszeit bei H>-TG
(Abb. 10E) beobachtet werden. Die Relaxationszeit verlangerte sich bei H>-TG in An-
wesenheit von Famotidin, bei alleiniger UR-MB-159-Gabe war keine Veranderung zu
beobachten (Abb. 10F). Bei H>-TG stiegen die Kontraktions- (Abb. 10G) und die Relaxa-
tionsgeschwindigkeit (Abb. 10H); durch Famotidin liel sich die Wirkung zu héheren
Konzentrationen verschieben. WT zeigte dagegen eine Abnahme der Kontraktionskraft,
der Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit und — bei alleiniger UR-MB-159-

Gabe — der Relaxationszeit.

An den spontan schlagenden rechten Vorhéfen zeigte sich eine Tendenz zu Erhéhung
der Herzfrequenz nach kumulativer Gabe von 10° M UR-MB-159 bei H.-TG
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(543 + 37,7 bpm auf 625 + 7,34 bpm, entspricht 118 %) und bei WT. Durch Famotidin
konnte dieser Effekt gehemmt werden (Abb.10D).

A UR-MB-159 (-log[M])
9 8.5 8 7.5 7 6.5 6

v

TG
2mN
5 min
UR-MB-159 (-log[M])
9 8.5 8 7.5 7 6.5 6 5.5 5 -
| T T T I
TG
2mN
[
5 min
UR-MB-159 (-log[M])
9 8.5 8 7.5 7 6.5 6
wT | |
2mN

UR-MB-159 (-log[M])
9 8.5 8 75 7 65 6 5.5 5

35



4. Ergebnisse

- 6 H,-TG (n=1-6)
B 81 < H,TG(=16) " c’] =t
WT (n=1-8 + WT (n=1-8)
: H _T(g in pl)'esence of t# rﬁ. g # -+ H,-TG in presence of famotidine (n=4)
fazmotidine (n=4) # = WT in presence of famotidine (n=4) ;
6 -~ WT in presence of 4
Famotidine (n=4) —
—~ =z
z [S
E 3
@ 2
o4 o
e I—_ °
1
0 _
2 I
—
0 . . . . -2
FCtr/ 10 8 6 '9"/ 10 8 6
am
UR-MB-159 (-log[M]) am UR-MB-159 (-log[M])
DB00 1
rm
nm + nz4
=600+ =5
g _vM
=3 I
g - b LJLI/I/T)I
© n=7
=400 . T J/I/I
£ PR S ;
3 I I 111 1T+
m
2001 = H,-TG (n=1-5)
- WT (n=1-7)
=+ H,-TG in presence of famotidine (n=6)
= WT in presence of famotidine (n=4)
0
Ctr/ 10 8 6
Fam UR-MB-159 (<log[M])
E F o Hy-TG (n=1-6)
17 35, = WT(n=1-8)
- Ho-TG in presence of famotidine (n=4)
+ WT in presence of Famotidine (n=4)
16 I I
frst
15 ﬁ 1 E If 1 I 30
> —
E E ey 1] 2 -
N T Ty = |
=, t . B g
13 | S Ph ey : 25 WA
#og o+
_ first #
- H,-TG (n=1-6) n=6
121 & wWT (n=1-8) frst
=+ H,-TG in presence of famotidine (n=4)
1 =+ WT in presence of Famotidine (n=4) 20
Ctr/ 10 8 6 Fth/ 10 8 6
Fam UR-MB-159 (-log[M]) am UR-MB-159 (-log[M])
60071 = H,7G (n=1-6) N 4007« 1,TG (n=1-6)
= WT (n=1-8) # = WT (n=1-8)
= H,-TG in presence + first ; -+ H,-TG in presence of famotidine (n=4)
of famotidine (n=4) # # oo # = WT in presence of famotidine (n=4) g
= WT in presence 300
= of famotidine (n=4) = ﬂr:st
2 4001 2
£ g
ué \-’gzoo
ke =
E — 5
2001
—
100
- T
T rr—++3+13
0
0 Ctr/ 10 8 6 Ctr/ 10 8
Fam Fam

UR-MB-159 (-log[M])

36

UR-MB-159 (-log[M])



4. Ergebnisse

Abb. 10: Wirkung von UR-MB-159 auf isolierte rechte und linke Vorhoéfe. (A) Repra-
sentatives Mechanogramm der Wirkung von UR-MB-159 in steigender Konzentration
auf die Kontraktionskraft elektrisch stimulierter (1 Hz) linker Vorhéfe von Hz-TG im Ver-
gleich zu WT allein und in Anwesenheit von Famotidin. Die horizontale Achse gibt die
Zeit an (min), die vertikale Achse die Kontraktionskraft (mN). (B) Wirkung von
UR-MB-159 auf die Kontraktionskraft (mN, Ordinate) der linken Vorhéfe von Ho-TG
(n=1-6) und WT (n=1-8) im Vergleich zu H2-TG (n=4) und WT (n=4) in Anwesenheit
von Famotidin. (C) Wirkung von UR-MB-159 auf die Zunahme der Kontraktionskraft
ausgehend von Kontrolle (Ctr) bzw. Famotidin (Fam) (Ordinate in mN) der linken Vor-
hofe von Ho-TG (n=1-6, Ctr=3,38 + 0,65 mN) und WT (n=1-8, Ctr=2,93 + 0,24 mN) im
Vergleich zu Ho-TG (n=4, Fam=1,68 + 0,15 mN) und WT (n=4, Fam=1,80 + 0,30 mN) in
Anwesenheit von Famotidin. (D) Wirkung von UR-MB-159 auf die Schlagfrequenz (in
bpm, Ordinate) spontan schlagender rechter Vorhéfe von Ho-TG (n=1-5) und WT (n=1-7)
im Vergleich zu H>-TG (n=6) und WT (n=4) in Anwesenheit von Famotidin. (E) Wirkung
von UR-MB-159 auf die Kontraktionszeit (t1) (in ms, vertikale Achse) der linken Vorhofe
von Ha-TG (n=1-6) und WT (n=1-8) im Vergleich zu H>-TG (n=4) und WT (n=4) in An-
wesenheit von Famotidin. (F) Wirkung von UR-MB-159 auf die Relaxationszeit (t2) (in
ms, vertikale Achse) der linken Vorhéfe von H>-TG (n=1-6) und WT (n=1-8) im Vergleich
zu H2-TG (n=4) und WT (n=4) in Anwesenheit von Famotidin. (G) Wirkung von
UR-MB-159 auf die Kontraktionsgeschwindigkeit (dF/dtmax) in mN/s (Ordinate) linker
Vorhéfe von Ho-TG (n=1-6) und WT (n=1-8) im Vergleich zu H2>-TG (n=4) und WT (n=4)
in Anwesenheit von Famotidin. (H) Wirkung von UR-MB-159 auf die Relaxationsge-
schwindigkeit (dF/dtmin) in mN/s (Ordinate) linker Vorhéfe von Hz-TG (n=1-6) und WT
(n=1-8) im Vergleich zu H>-TG (n=4) und WT (n=4) in Anwesenheit von Famotidin.
*Erstes p < 0,05 vs. WT. #p < 0,05 vs. Ctr. p < 0,05 vs. H.-TG in Anwesenheit von Fa-
motidin. Abszisse: negativ logarithmische Konzentration von UR-MB-159 in Mol (M).
Quelle: eigene Darstellung

4.2.5. Famotidin

Zum besseren Verstandnis der Wirkung von Famotidin wurde in den Antagonistenver-
suchen auch dessen isolierter Effekt auf die Ausgangslage von H>-TG und WT genauer
untersucht und die Ergebnisse in Abbildung 11A bis G dargestellt. Bereits in der repra-
sentativen Aufnahme (Abb. 11A) ist ein starker negativ inotroper Effekt von Famotidin
auf die Kontraktionskraft des linken Vorhofs von H>-TG und etwas weniger stark bei
WT zu erkennen. Die Daten in Abbildung 11B bestatigen dies: Die Kontraktionskraft
von Hz-TG fiel von 8,10 + 0,52 mN auf 2,48 + 0,21 mN (31 %) nach 30-mindtiger Inku-
bation mit Famotidin ab. Bei WT fiel die Kontraktionskraft von 3,85 + 0,29 mN auf 2,99
+ 0,33 mN (77 %). Die Kontraktions- (Abb. 11F) und die Relaxationsgeschwindigkeit
verringerten sich (Abb. 11G) bei H>-TG und WT gleichermalien. Ebenso stieg die Kon-
traktionszeit sowohl bei Ho-TG als auch bei WT (Abb. 11D). Die Relaxationszeit veran-
derte sich bei H>-TG nicht merklich, wahrend sie bei WT kurzer wurde (Abb. 11E).

An den rechten Vorhéfen konnte ein negativ chronotroper Effekt von Famotidin auf

H>-TG nachgewiesen werden (Abb. 11C). Die Schlagfrequenz fiel von 603 + 30,1 bpm
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auf 416 + 27,7 bpm (69 %). Die Abnahme der Schlagfrequenz bei WT war nicht
signifikant.
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Abb. 11: Wirkung von 10 uM Famotidin auf isolierte linke und rechte Vorhoéfe. (A) Re-
prasentatives Mechanogramm der Wirkung von 10 yuM Famotidin auf die Kontraktions-
kraft elektrisch stimulierter (1 Hz) linker Vorhéfe von H2-TG im Vergleich zu WT. Die
horizontale Achse gibt die Zeit an (min), die vertikale Achse die Kontraktionskraft (mN).
(B) Wirkung von 10 uM Famotidin auf die Kontraktionskraft (in mN, Ordinate) der linken
Vorhéfe von Ho-TG (n=8) und WT (n=4). (C) Wirkung von 10 yM Famotidin auf die
Schlagfrequenz (vertikale Achse in bpm) der rechten Vorhéfe von Ho-TG (n=5) und WT
(n=3). (D) Wirkung von 10 yM Famotidin auf die Kontraktionszeit (t1) (in ms, Ordinate)
der linken Vorhdéfe von H>-TG (n=8) und WT (n=4). (E) Wirkung von 10 yM Famotidin
auf die Relaxationszeit (t2) (in ms, Ordinate) der linken Vorhdéfe von Ho-TG (n=8) und WT
(n=4). (F) Wirkung von 10 uM Famotidin auf die Kontraktionsgeschwindigkeit (dF/dtmax)
(Ordinate in mN/s) der linken Vorhéfe von Ho-TG (n=8) und WT (n=4). (G) Wirkung von
10 yM Famotidin auf die Relaxationsgeschwindigkeit (dF/dtmin) (Ordinate in mN/s) der
linken Vorhéfe von Hp-TG (n=8) und WT (n=4). * p < 0,05 vs. WT. #p < 0,05 vs. Cir.
Quelle: eigene Darstellung

4.2.6. Vergleich der Histamin Hz2-Rezeptor-Agonisten

Sowohl UR-P0563 als auch UR-MB-158 und UR-MB-159 zeigten in den Kontraktions-
versuchen an den linken Vorhéfen von H,-TG die gleichen Effekte wie Histamin bezlg-
lich Kontraktionskraft, Kontraktionszeit, Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit.
Auch an menschlichen Vorhofpraparaten stimmte die Wirkung der neuen Substanzen

mit der von Histamin Uberein.
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UR-P0563, UR-MB-158 und UR-MB-159 waren jedoch alle deutlich potenter als Hista-
min. In Tabelle 1 sind die pECso-Werte der neuen Substanzen im Vergleich zu Histamin
und weiteren H>-Rezeptor-Agonisten aus anderen Studien dargestellt. Unter den drei
neuen H>-Rezeptor-Agonisten fallt vor allem UR-MB-158 auf, welches einen signifikant
héheren pECso-Wert im Vergleich zu UR-P0563 und UR-MB-159 in H>-TG hat.

Bei Betrachtung der Einzelmechanogramme fallt allerdings auf, dass die Dauer bis zum
Erreichen der Maximalwirkung einer Konzentrationsstufe bei UR-P0563, UR-MB-158
und UR-MB-159 langer dauert als bei Histamin und sich zudem die Form der Wirkkurven

von der von Histamin unterscheidet.

Tab. 1: Vergleich der Potenz verschiedener H>-Rezeptor-Agonisten am Herzen. Aufge-
fuhrt sind die H.-Rezeptor-Agonisten (Spalte 1), das untersuchte Herzgewebe und des-
sen Ursprung (Spalte 2) sowie der gemessene Parameter (Spalte 3). Die angegebenen
rechten Vorhofpraparate tierischen Ursprungs konnten spontan schlagen und dienten
somit zur Messung der Wirkung auf die Schlagfrequenz. Die rechten Vorhofpraparate
menschlichen Ursprungs sowie die linken Vorhofpraparate tierischen Ursprungs wurden
elektrisch stimuliert und erlaubten die Charakterisierung der Wirkung auf die Kraft.
Spalte 4 zeigt die Potenz des H,-Rezeptor-Agonisten in Form des negativ dekadischen
Logarithmus des ECso-Wertes (pECso). Der ECso-Wert definiert die Konzentration eines
Wirkstoffes, bei der 50 % der Maximalwirkung auf den untersuchten Parameter erreicht
wird. In Spalte 5 sind die entsprechenden Referenzen angegeben. *p < 0,05 vs.
UR-P0563 und UR-MB-159 in der Varianzanalyse (ANOVA) und anschlieRendem
Bonferroni Test.

Drug Tissue Parameter Potency Reference
(PECs0)
Histamine h”f“a” right increase in force 5.54 + 0.09 (zerkowski et
atrial al., 1993)
Histamine h”f“a” right increase in force 5.19+0.30 (Poli et al.,
atrial 1994)
Amthamine h“f"a” right increase in force 5.38 £ 0.36 (Poli etal,
atrial 1994)
. human right | . . (Poli et al.,
+
Impromidine atrial increase in force 6.59 £ 0.35 1994)
. . human right | . . (Poli et al.,
+
Dimaprit atrial increase in force 4.37 £0.59 1994)
. . guinea pig (Poli et al.,
Histamine right atrium frequency 6.01+0.24 1993)
. guinea pig N (Poli et al.,
Amthamine right atrium frequency 6.72+0.11 1993)
. . guinea pig N (Poli et al.,
Dimaprit right atrium frequency 5.32+0.22 1993)
. . guinea pig N (Krielaart et al.,
Dimaprit right atrium frequency 574 £0.13 1990)
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left atrium

(Hattori et al.,

: : : : N
Histamine rabbit increase in force 5.53 + 0.06 1988)
. left atrium . . (Hattori et al.,
+
Impromidine rabbit increase in force 8.69+0.16 1988)
, , left atrium . . (Gergs et al.,
Histamine Ho-TG increase in force 6.73+0.16 2019)
, , left atrium . . (Gergs et al.,
Dimaprit Ho-TG increase in force 6.39 £ 0.17 2019)
, left atrium . . (Gergs et al.,
Amthamine Ho-TG increase in force 6.59 2019)
_ _ left atrium . . 6.85 £ 0.23 .
Histamine Ho-TG increase in force n=11 this report
, , left atrium . : 6.95 + 0.36 :
Histamine Ho-TG time to peak tension =11 this report
_ _ left atrium . . 7.04 £ 0.86 .
Histamine Ho-TG time of relaxation n=11 this report
Histamine left atrium maximum rate of 6.84 £ 0.20 this report
sta H2-TG tension development | n=11 P
Histamine left atrium minimum rate of 6.87 £ 0.17 this report
H2-TG tension development | n=11 P
. . right atrium 6.89 + 0.41 .
Histamine Ho-TG frequency =6 this report
left atrium . . 8.27£0.18 :
UR-P0563 Ho-TG increase in force =5 this report
left atrium _ . 8.70 £ 0.28 .
UR-P0563 Ho-TG time to peak tension n=5 this report
left atrium maximum rate of 8.26 £ 0.18 .
UR-P0563 H2-TG tension development | n=5 this report
left atrium minimum rate of 8.35+0.20 .
UR-P0563 H2-TG tension development | n=5 this report
right atrium 8.69+0.18 :
UR-P0563 Ho-TG frequency n=3 this report
i +
UR-P0563 h“f"a” right increase in force 5.68 £ 2.20 this report
atrial n=7
i +
UR-P0563 h“f“a” right time to peak tension 6.84 £ 0.86 this report
atrial n=7
UR-P0563 human right max!mum rate of 5.80 + 1.81 this report
atrial tension development | n=7
. — "
UR-P0563 human right mlnlmum rate of 5.55+1.09 this report
atrial tension development | n=7
left atrium _ . 9.86 + 0.27* .
UR-MB-158 Ho-TG increase in force =6 this report
left atrium . : 9.50 £ 0.26 .
UR-MB-158 Ho-TG time to peak tension =6 this report
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- . *
150 e | o | e s
- — *
UR-MB-158 t'%;t_itgum ’?;Ir?sl,?;:rgera:o?)fment 2=664 =0 this report
UR-MB-158 Eg_]:[r?:rium frequency 23; +0.98 this report
UR-MB-159 ﬁ;t_j_gum increase in force ﬁ=261 +042 this report
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4.2.7. Histamin in Anwesenheit von Isoprenalin

Neben der Untersuchung der neuen Substanzen sind auch weitere Erkenntnisse uber
Wechselwirkungen des Histamin H.-Rezeptors mit anderen G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren von Interesse. Kirzlich konnte eine inhibitorische Interaktion zwischen
dem Histamin H2-Rezeptor und dem Serotonin 5-HT4-Rezeptor in doppelt transgenen
Mausen gezeigt werden (Neumann et al., 2021b). Sowohl der Histamin H,-Rezeptor
als auch der Serotonin 5-HTs-Rezeptor bewirken einen positiv inotropen und chronotro-
pen Effekt Uber Kopplung an Gs-Proteine und Auslésung der intrazellularen AC-cAMP-
PKA-Signalkaskade. Da dies auch auf den B-Adrenozeptor zutrifft (Hartzell, 1988), soll-
ten ahnliche Interaktionen zwischen dem Histamin Hz- und dem B-Adrenozeptor Uber-
prift werden. Dazu wurde — ahnlich der Versuche von Neumann et al. — Histamin in

Anwesenheit von Isoprenalin kumulativ appliziert.

In Abbildung 12A ist ein Mechanogramm der linken Vorhdfe von Hz-TG und WT abge-
bildet, Abbildungen 12B bis H zeigen die Ergebnisse im Vergleich zur kumulativen

Gabe von Histamin ohne vorherige Applikation von Isoprenalin.

Die Kontraktionskraft stieg nach Bolusgabe von 1 uM Isoprenalin sowohl bei Ho-TG als
auch bei WT stark an. Diese Wirkung lieR® zeitabhangig bei WT und H>-TG etwas nach.
Bei Erreichen héherer Histaminkonzentrationen (als in Abwesenheit von Isoprenalin fur
einen sichtbaren Effekt nétig war) stieg die Kontraktionskraft von H.-TG wieder an (etwa
ab 107 M). Sie erreichte dabei dhnlich hohe absolute Werte wie bei alleiniger Histamin-
gabe (Abb. 12B). Die relative Kraftzunahme (100 % entspricht Kraft nach
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Isoprenalingabe) war jedoch niedriger als bei der Vergleichsgruppe ohne Isoprenalin
(100 % entspricht Ausgangskraft) (Abb. 12C). WT blieb von der steigenden Histamin-

konzentration unbeeintrachtigt, die Kontraktionskraft lie weiterhin zeitabhangig nach.

Die Kontraktions- (Abb. 12E) und Relaxationszeit (Abb. 12F) verkurzten sich, die Kon-

traktions- (Abb. 12G) und die Relaxationsgeschwindigkeit stiegen (Abb. 12H) bei H>-TG

und WT nach 1 uM Isoprenalin. Bei Ho-TG veranderten sich diese Parameter anschlie-
Rend infolge steigender Histaminkonzentrationen entsprechend der steigenden Kontrak-
tionskraft, wahrend bei WT keine Folgen eines positiv inotropen Effekts durch Histamin
gezeigt werden konnte.

In den spontan schlagenden rechten Vorhéfen von Ho-TG und WT flhrte Isoprenalin zu
einer Steigerung der Schlagfrequenz. Diese sank zeitabhangig leicht ab (Abb. 12D). Es
zeigte sich kein zusatzlicher Effekt durch Histamin.
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Abb. 12: Wirkung von Histamin in Anwesenheit von Isoprenalin auf isolierte linke und
rechte Vorhofe. (A) Reprasentatives Mechanogramm der Wirkung von einmaliger Isop-
renalingabe mit nachfolgender Gabe von Histamin in steigender Konzentration auf die
Kontraktionskraft elektrisch stimulierter (1 Hz) linker Vorhéfe von H2-TG im Vergleich
zu WT. Die horizontale Achse gibt die Zeit an, die vertikale Achse die Kontraktionskraft
(mN). (B) Wirkung von Histamin auf die Kontraktionskraft (Ordinate in mN) der linken
Vorhéfe von Ho-TG (n=11) und WT (n=17) im Vergleich zu H>-TG (n=9) und WT (n=12)
in Anwesenheit von Isoprenalin. (C) Wirkung von Histamin auf die relative Kontrakti-
onskraft (Ordinate in % von Kontrolle (Ctr) bzw. Isoprenalin (Iso)) der linken Vorhofe
von Ho-TG (n=11, Ctr=3,26 + 0,34 mN) und WT (n=17, Ctr=3,13 £ 0,22 mN) im Vergleich
zu Hx-TG (n=9, 1s0=6,43 + 0,51 mN) und WT (n=12, Iso=7,24 + 0,42 mN) in Anwesen-
heit von Isoprenalin. (D) Wirkung von Histamin auf die Schlagfrequenz (in bpm, Ordi-
nate) spontan schlagender rechter Vorhéfe von Ho-TG (n=6) und WT (n=9) im Vergleich
zu H2-TG (n=15) und WT (n=8) in Anwesenheit von Isoprenalin. (E) Wirkung von Hista-
min auf die Kontraktionszeit (t1) (in ms, vertikale Achse) der linken Vorhéfe von Ho-TG
(n=11) und WT (n=17) im Vergleich zu H>-TG (n=9) und WT (n=12) in Anwesenheit von
Isoprenalin. (F) Wirkung von Histamin auf die Relaxationszeit (t2) (in ms, vertikale Achse)
der linken Vorhéfe von Ho-TG (n=11) und WT (n=17) im Vergleich zu H>-TG (n=9) und
WT (n=12) in Anwesenheit von Isoprenalin. (G) Wirkung von Histamin auf die Kontrak-
tionsgeschwindigkeit (dF/dtmax) in mN/s (Ordinate) linker Vorhéfe von Ho-TG (n=11) und
WT (n=17) im Vergleich zu H>-TG (n=9) und WT (n=12) in Anwesenheit von Isoprenalin.
(H) Wirkung von Histamin auf die Relaxationsgeschwindigkeit (dF/dtmin) in mN/s (Ordi-
nate) linker Vorhéfe von H2-TG (n=11) und WT (n=17) im Vergleich zu H>-TG (n=9) und
WT (n=12) in Anwesenheit von Isoprenalin. *Erstes p < 0,05 vs. WT. #p < 0,05 vs.
Ctr/lso. *p < 0,05 vs. H>-TG in Abwesenheit von Isoprenalin. Abszisse: negativ logarith-
mische Konzentration von Histamin in Mol (M). Quelle: eigene Darstellung

4.3. Langendorff-Herzen

Mit Hilfe isolierter, retrograd perfundierter Herzen in der Langendorff-Apparatur wurde
neben der Wirkung von UR-P0563 auf die Vorhofe auch dessen Effekt auf die Ventrikel
untersucht. Es zeigte sich eine Kraftzunahme von 11,5 + 2,07 mN auf 20,5 + 2,81 mN
bei Ho>-TG, nicht aber bei WT. Auch stiegen die Kontraktions- und die Relaxationsge-
schwindigkeit nur bei H2-TG und nicht bei WT. Die Schlagfrequenz stieg bei H>-TG
leicht von 351 + 37,3 bpm auf 391 + 16,2 bpm an (p > 0,05). Bei WT veranderte sich

die Schlagfrequenz nicht.
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Tab. 2: Wirkung von 1 yM UR-P0563 auf isoliert perfundierte Langendorff-Herzen. Auf-
gefihrt sind die Daten fur Kontraktionskraft (in mN), Schlagfrequenz (in bpm) sowie
Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit (in mN/s) von H2-TG (n=3-4) und WT
(n=3-4). *p < 0,05 vs. basal.

WT H.-TG
basal UR-P0o563 basal UR-P0o563
Force (mN) 7.89+1.28 8.95+1.95 11.49+207 20.46 +2.81*

Heart rate (bpm) 308 + 8.60 321 +13.2 351+ 37.3 391 +16.2
dF/dt max (mN/s) 204.6 +43.8 220.6+36.1 296 +425 718 £ 90.9*
dF/dt min (mN/s) -151+53.2 -172 £ 56.5 -230 £ 39.3 -566 + 52.7*

4.4. Echokardiografie

Mit Hilfe der Echokardiografie konnte die Wirkung der neuen Histamin H.-Rezeptor-
Agonisten auf das Herz in vivo getestet werden. Eine reprasentative Aufnahme im
M-Mode vor und nach intraperitonealer Injektion von 100 yl 1 mM UR-P0563-Lésung
ist in Abbildung 13A zu sehen. Die Zunahme der systolischen Wandbewegung nach
UR-P0563-Injektion ist im Vergleich zur Kontrollaufnahme bei H>-TG deutlich erkennbar,
dagegen nicht bei WT. Die Daten sind in Abbildung 13B und Tabelle 3 zusammenge-
fasst. Bei Ho-TG steigerte UR-P0563 die Herzfrequenz von 499 + 83,3 bpm auf 627 +
64,5 bpm und die Ejektionsfraktion von 74,3 + 7,84 % auf 98,2 + 9,97 %. Der positiv
chronotrope Effekt konnte durch Famotidin gehemmt werden. Demgegeniiber war bei

WT kein positiv inotroper oder chronotroper Effekt nachzuweisen.

In Einzelversuchen wurden auch UR-MB-158 und UR-MB-159 getestet. Die Einzelver-
suche zeigten analog zu UR-P0563 einen positiv inotropen und chronotropen Effekt bei
H>-TG. UR-MB-158 steigerte die Herzfrequenz von H,-TG von 526 bpm auf 656 bpm
und die Ejektionsfraktion von 62,3 % auf 98,2 %. UR-MB-159 flhrte zu einer Zunahme
der Herzfrequenz von H2-TG von 381 bpm auf 686 bpm und der Ejektionsfraktion von
54,0 % auf 94,2 %.
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Tab. 3: Wirkungen von UR-P0563, UR-MB-158 und UR-MB-159 in der Echokardiografie.
Es werden Schlagfrequenz (in bpm) und Ejektionsfraktion (in %) von Ho-TG und WT
jeweils vor und 5 Minuten nach intraperitonealer Injektion des Wirkstoffes angegeben.
Bei UR-P0563 wurde zusatzlich der Effekt nach vorheriger Famotidin-Gabe gepruft.

*p < 0,05 vs. basal.

Heart rate (bpm)

Ejection fraction (%)

basal stimulated basal stimulated
UR-P0563
WT (n=5) 436.8+23.2 511.9+113,6 60.14+11.58 72.44 +6.40
H2>-TG (n=5) 499.0+ 83.3 626.8 +64,5* 74.31+7.84 98.21+9.97
H2-TG + famotidine 469.8 +99.8 5174 +131.2 64.61+8.19 8247 +9.97*
(n=7)
UR-MB-158
WT (n=1) 447.5 569.5 55.83 83.2
H>-TG (n=2) 526.3 656.2 62.34 98.15
UR-MB-159
WT (n=1) 417.8 513.0 51.62 82.42
H>-TG (n=2) 380.9 686.3 54.04 94.21
A

WT

120
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801
60
40+
20
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Control
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Abb. 13: Echokardiografie. (A) Reprasentative Aufnahme des linken Ventrikels von
H2-TG und WT im M-Mode vor (Ctr) und funf Minuten nach (UR-P0563) Injektion von
100 uM einer 1 mM Lésung UR-P0o563. Bei H2-TG fuihrt UR-P0563 zu einer Zunahme
der systolischen Wandbewegung, nicht aber bei WT. Die horizontale Achse gibt die Zeit
an (in s), die vertikale Achse die GroRe (in mm). (B) Ejektionsfraktion in WT (n=5) sowie
H>-TG mit (n=7) und ohne (n=5) Famotidin, jeweils vor und funf Minuten nach intraperi-
tonealer Injektion von UR-P0563. Angegeben sind Mittelwert + SEM und die Einzelwerte
der Versuche. *p < 0,05 vs. WT #p < 0,05 vs. H>-TG *p < 0,05 vs. Ctr.

Quelle: eigene Darstellung

4.5. Western Blot-Analysen

Im Anschluss an die Kontraktionsversuche wurde der Phosphorylierungszustand von
Phospholamban (PLB) an den Aminosauren Serin-16 und Threonin-17 untersucht.
Hierfir wurden die rechten und linken Vorhéfe der Kontraktionsversuche sowie die iso-
liert perfundierten Herzen der Langendorff-Versuche (fur ventrikulare Proben) am Maxi-
mum des positiv inotropen Effektes von UR-P0563 in flissigem Stickstoff eingefroren

und spater in Western Blots mit phosphorylierungsspezifischen Antikérpern untersucht.

In Abbildung 14 sind Aufnahmen der Western Blots mit anti-Ser16P-PLB Antikérpern
von linken (Abb. 14A) und rechten Vorhofen (Abb. 14B) abgebildet. Auflerdem wurden
die Ergebnisse quantifiziert, zur besseren Vergleichbarkeit der einzelnen Western Blots
ins Verhaltnis zu Calsequestrin (CSQ, Beladungskontrolle) gesetzt und als Balkendia-
gramme dargestellt. Es konnte eine deutlich erhdhte Phosphorylierung von PLB an
Ser-16 in den linken Vorhoéfen von Ho-TG, aber nicht von WT gezeigt werden (Abb.
14A). In den rechten Vorhéfen von Hz-TG, jedoch nicht in jenen von WT, zeigte sich

eine Tendenz zur Erhéhung der Phosphorylierung (Abb. 14B).
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Abb. 14: Wirkung von 1 yM UR-P0563 auf die Serin-16-Phosphorylierung von Phos-
pholamban (PS16-PLB) im linken (A) und rechten (B) Vorhof von H2-TG (links: n=4;
rechts: n=3) und WT (links: n=5; rechts: n=3). Die Vorh&fe wurden am Ende der Kon-
traktionsversuche im Maximum des inotropen Effektes eingefroren und mit phosphory-
lierungsspezifischen Antikdrpern im Western Blot untersucht. Als Beladungskontrolle
diente Calsequestrin (CSQ). Zu sehen sind reprasentative Aufnahmen der Western
Blots sowie die Ergebnisse in Form von Balkendiagrammen. Hierfur wurde das Signal
quantifiziert und ins Verhaltnis mit CSQ gesetzt (Ordinate). *p < 0,05 vs. WT.

Quelle: eigene Darstellung

In der gleichen Art wurde die Thr-17-Phosphorylierung untersucht (Abb. 15). Auch hier
konnte eine erhéhte Phosphorylierung von PLB an Thr-17 in den linken Vorhéfen von
H2-TG (Abb. 15A) und eine Tendenz zur Erhéhung in den rechten Vorhofen von Ho-TG
(Abb. 15B) gezeigt werden. In den Vorhéfen von WT war die Phosphorylierung an Thr-17
durch UR-P0563 nicht erhonht.
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Abb. 15: Wirkung von 1 yM UR-P0563 auf die Threonin-17-Phosphorylierung von
Phospholamban (PT17-PLB) im linken (A) und rechten (B) Vorhof von H2-TG (links:
n=4; rechts: n=3) und WT (links: n=4; rechts: n=3). Abgebildet sind Aufnahmen der
Western Blots mit spezifischen Antikdrpern sowie das quantifizierte Signal von Thr-17
im Verhaltnis zu Calsequestrin (CSQ; Beladungskontrolle) (Ordinate). *p < 0,05 vs. WT.
Quelle: eigene Darstellung

AbschlieRend wurde die Phosphorylierung von PLB an Ser-16 (Abb. 16A) und Thr-17

(Abb. 16B) in den ventrikularen Proben geprift. Es zeigte sich sowohl fir Ser-16 als

auch fur Thr-17 eine erhéhte Phosphorylierung in H2-TG, aber nicht in WT.
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Abb. 16: Wirkung von 1 yM UR-P0563 auf die Serin-16- (A) und Threonin-17- (B)
Phosphorylierung von Phospholamban im Ventrikel von Ho-TG (n=4) und WT (n=3).
Das Signal von Serin-16 (PS16-PLB) bzw. Threonin-17 (PT17-PLB) wurde ins Verhalt-
nis zu Calsequestrin (CSQ; Beladungskontrolle) gesetzt (Ordinate) und als Balkendia-
gramm dargestellt. *p < 0,05 vs. WT.

Quelle: eigene Darstellung
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5. Diskussion

5.1. Diskussion der Methoden
5.1.1. Tiermodell

In den meisten Versuchen wurden transgene Mause (H2-TG) verwendet, die herzspezi-
fisch den humanen Histamin H>-Rezeptor Uberexprimieren, um die kardiale Wirkung
der verschiedenen Hx-Agonisten zu charakterisieren. Wildtyp Mause besitzen keine
funktionell aktiven Histamin Rezeptoren am Herzen, obwohl bei Wildtyp Tieren der en-
dogene Histamin Hz-Rezeptor auf RNA-Ebene nachgewiesen wurde (Gergs et al., 2019).
Es war bislang allerdings weder mit Antikorpern, noch mit radioaktiven Liganden mog-
lich, das H2>-Rezeptor-Protein nachzuweisen (Gergs et al., 2019). Wegen der fehlenden
Reaktion auf Histamin und H2-Rezeptor-Agonisten wird jedoch von keiner funktionellen
Rolle ausgegangen (Gergs et al., 2019). Deshalb eignet sich dieses Modell gut zur

Untersuchung des menschlichen Histamin H.-Rezeptors.

Bei den transgenen Mausen gelang es mit radioaktiven Liganden jedoch auch nicht die
Dichte des H>-Rezeptors quantitativ zu bestimmen (Gergs et al., 2019). Zudem ist eine
gréRere Variabilitat der Ho-Rezeptor-Expression bei menschlichen Individuen im Ver-
gleich zu den homogen H>-Rezeptor-uberexprimierenden Mausen maoglich, was eine

direkte Ubertragbarkeit der Ergebnisse einschrankt.

5.1.2. Kontraktionsversuche

Flr die Kontraktionsversuche wurden rechte und linke Vorhéfe von Ho-TG und WT sowie
Proben des menschlichen Vorhofs aus herzchirurgischen Eingriffen eingesetzt. Der
Versuchsaufbau bot die Mdglichkeit, die Reaktionen der Kraft und der Frequenz getrennt
voneinander zu beurteilen, wodurch die Wirkung einer Substanz genauer charakteri-
sierbar wurde. Allerdings erlaubt diese Methode auch nur Riickschlisse auf die Reaktion
der Vorhofe, also eines isolierten Teiles des Herzens. Folglich kann die Reaktion des
vollstandigen Herzens mit dieser Methode nicht erfasst werden — erst recht nicht die in

einem intakten Organismus.

Eine Mdglichkeit, die Wirkung der Substanzen beim Menschen abzuschatzen und mit
den Mausdaten zu vergleichen, boten die herzchirurgischen Praparate. Weil solche

Praparate nicht spontan schlagen, konnte hier allerdings nur die Inotropie untersucht
werden. Zudem stammten alle Proben von Patienten mit kardiovaskularen Vorerkran-

kungen — es handelte sich also um erkrankte Herzen, die zuvor unter Medikamenten-

52



5. Diskussion

einfluss standen. Bei der Bewertung der Ergebnisse muss also bedacht werden, dass
dies Einfluss auf die Reaktion der Praparate haben kdnnte. Ebenfalls bedacht werden
sollte, dass alle Patienten mannlich waren und die Ergebnisse somit nur unter Vorbehalt

auf die Gesamtheit der Menschen Ubertragen werden kdnnen.

5.1.3. Langendorff-Methode und Echokardiografie

Durch die Langendorff-Methode ergibt sich die Mdglichkeit, die Wirkung der Substanzen

isoliert auf das Herz im Ganzen zu untersuchen. Hierdurch konnten die Ergebnisse aus
den Vorhofexperimenten um die ventrikulare Funktion erganzt werden. Eine Beurteilung

unter den komplexeren Bedingungen im lebenden Organismus ist hier jedoch immer

noch nicht moéglich — wohl aber in den echokardiografischen Versuchen.

5.1.4. Western Blot-Analysen

Die Western Blot-Analysen dienten zur Bestatigung des Signaltransduktionsweges der
Substanzen. Phospholamban ist in Kardiomyozyten der durch cAMP-Erh6éhung beein-
flusste Hauptregulator der SERCA (Simmerman und Jones, 1998) und die entschei-
dende Phosphorylierung an Serin-16 und Threonin-17 wird durch Aktivierung des
Histamin H2-Rezeptors bei Ho-TG und beim Menschen ausgeldst (Gergs et al., 2019;
Neumann et al., 2021c). Deshalb weist eine gesteigerte Phosphorylierung von PLB auf
eine cAMP-erh6hende Wirkung der eingesetzten Substanz am kardialen Histamin
H2-Rezeptor hin. Allerdings kann die Phosphorylierungsrate auch durch andere cAMP-
erhéhende Rezeptoren gesteigert werden (Simmerman und Jones, 1998) und ist nicht
spezifisch flr den Histamin Hx-Rezeptor. Somit lasst diese Methode nur Riickschliisse
auf den Signaltransduktionsweg, nicht aber auf die Rezeptorspezifitat zu. Um das Bild
des Signaltransduktionsweges zu vervollstandigen hatten noch weitere Untersuchungen
beziglich Enzymaktivitaten der AC und PKA, lonenstrome oder weitere PKA-typische
Phosphorylierungen gemacht werden kénnen. Dies war jedoch im Rahmen dieser Arbeit

nicht moglich.

5.2. Diskussion der Ergebnisse
5.2.1. Wirkung von Histamin

Die Vorhéfe von H»-TG reagierten auf Histamin positiv inotrop und chronotrop. Bei Vor-
héfen von WT war hingegen keine Reaktion erkennbar. Dies wurde bereits mehrfach in

frGheren Studien des Instituts fir Pharmakologie und Toxikologie der Martin-Luther-
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Universitat Halle-Wittenberg beobachtet (Gergs et al., 2019; Gergs et al., 2021b;
Neumann et al., 2021a), wobei auch deren Hemmung bei H>-TG durch Histamin Ho-
Antagonisten wie Cimetidin und Famotidin gezeigt werden konnte (Gergs et al., 2019;
Neumann et al., 2021a). Obwohl die Kurve der Kontraktionskraft bei WT leicht abfallt
und man interpretieren kénnte, dass Histamin einen negativ inotropen Effekt auslibe
(ebenso bei UR-P0563, UR-MB-158 und UR-MB-159), ist die Abnahme der Kraft eher
ein zeitabhangiger Effekt der Methode. Es wurden bereits Zeitkontrollexperimente am
Institut durchgefiihrt, welche beim gleichen Tiermodell einen negativ inotropen Effekt
durch Histamin ausschlieen (Gergs et al., 2019). AuRerdem nimmt die Kontraktions-
kraft kontinuierlich und unabhangig von den Steigerungen der Substanzkonzentrationen
ab und ist auch in den Versuchsreihen mit Famotidin zu sehen, was gegen einen
H>-Rezeptor-vermittelten Effekt der Substanzen spricht. Der positiv inotrope Effekt der
Substanzen bei Ho-TG konnte durch die zeitliche Erschlaffung der Vorhéfe womdglich

insgesamt noch unterschatzt werden.

Bei dem Vergleich der Ausgangslagen von H>-TG und WT fiel auf, dass die rechten
Vorhdéfe von H>-TG eine hdhere Ausgangsfrequenz hatten als die von WT. Dies ent-
spricht friiheren Beobachtungen in diesem Tiermodell (Gergs et al., 2021b). Die unter-
schiedlichen Basalfrequenzen kdnnten zum einen darauf beruhen, dass endogenes
Histamin aus den Vorhofen an den Histamin H.-Rezeptoren der Ho-TG wirkt, wahrend
die Rezeptoren bei WT fehlen. Zum anderen verfligen G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
Uber eine konstitutive Aktivitat (Smit et al., 2007), auch die vier Histamin-Rezeptoren
(Levick, 2022). Das heildt, dass sie eine aktive und eine inaktive Konformation haben,
zwischen denen sie spontan wechseln kénnen (Smit et al., 2007). Normalerweise liegen
beide Zustande im Gleichgewicht vor (Smit et al., 2007). Durch Agonisten wird das
Gleichgewicht in Richtung aktiv verschoben und durch Antagonisten (inverse Agonisten)
in Richtung inaktiv (Smit et al., 2007). Aus der Konformationsdynamik resultiert aber
auch ohne Liganden eine intrinsische Aktivitat der Rezeptoren, deren Ausmalf} von der
Expressionsstarke abhangig ist (Smit et al., 2007). Da Ho-TG den Histamin H>-Rezeptor
Uberexprimieren, sollte die konstitutive Aktivitat erwartungsgemaf hoéher sein als bei

WT, was den Unterschied in der Basalfrequenz erklaren kénnte.

5.2.2. Wirkung von UR-P0563

UR-P0563 I6ste einen positiv inotropen Effekt in den linken Vorhéfen und in kompletten,
isoliert perfundierten Herzen von H,-TG sowie in menschlichen Vorhofpraparaten aus.

Auch die Ejektionsfraktion von H.-TG stieg an. In den rechten Vorhéfen und der
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Echokardiografie von H,-TG flihrte es au3erdem zu einem positiv chronotropen Effekt.
Der pECso-Wert lag dabei mit 8,69 + 0,18 etwas hoher als in den Vorversuchen am
rechten Vorhof des Meerschweinchens (8,12 + 0,07) (Biselli et al., 2021), was zum Bei-
spiel durch den Speziesunterschied (humaner vs. Meerschweinchen-Rezeptor) erklart

werden konnte.

Durch den spezifischen Histamin H>-Rezeptor-Antagonisten Famotidin (Panula et al.,
2015) fand eine Rechtsverschiebung der Effekte statt. Durch Western Blots konnte
zudem die Phosphorylierung von Phospholamban an den Aminosauren Serin-16 und
Threonin-17 nachgewiesen werden. In Zusammenschau sprechen diese Ergebnisse
fur eine Aktivierung des Histamin Hz-Rezeptors durch UR-P0563 und in Folge dessen
eine Aktivierung der PKA durch Steigerung des cAMP-Spiegels. Bereits bei der Ent-
wicklung von UR-P0563 konnten Biselli et al. eine hohe Affinitat des Stoffes zum
humanen Histamin Hz-Rezeptor zeigen. In Radioliganden-Bindungsassays mit rekom-
binanten Rezeptoren in Sf9-Insektenzellen lag diese bei einem pKi-Wert von 7,75 und
damit deutlich héher als fir den Histamin H1-, Hs- und Hs-Rezeptor (Biselli et al., 2021).
In dieser Arbeit konnte nun zusatzlich die Bindung von UR-P0563 an den Histamin
H>-Rezeptor in differenzierten Sauger Zellen (Kardiomyozyten) der Maus und in vivo

gezeigt werden.

Vergleicht man die Wirkung von UR-P0563 an den Vorhéfen der Maus mit der an den
Vorhofpraparaten des Menschen, fallt bei der Maus eine starkere Reaktion auf die
Substanz auf. Die pECso-Werte von UR-P0563 in den verschiedenen Geweben (siehe
Tab. 1) bestatigen diese Annahme. Dies lasst darauf schlieRen, dass bei den H>-Re-
zeptor-tberexprimierenden Mausen die Rezeptordichte héher ist als beim Menschen,
auch wenn das genaue Ausmal der Expression nicht quantifizierbar war (Gergs et al.,
2019). Es zeigt auch die Grenzen der Ubertragbarkeit des Mausmodells auf den Men-
schen. In der klinischen Anwendung wéren die gleichen Effekte vermutlich erst bei

hoheren Konzentrationen als im Mausmodell zu erwarten.

Bei den Western Blot-Analysen der Phosphorylierung von Phospholamban fiel auf,
dass die Phosphorylierung von Serin-16 und Threonin-17 an den linken Vorhéfen von
H2>-TG signifikant erhéht war, an den rechten Vorhéfen jedoch nicht. Der pECso-Wert
von UR-P0563 auf den positiv chronotropen Effekt war trotzdem héher als auf den
positiv inotropen Effekt. Das mag daran liegen, dass die Steigerung der Schlagfrequenz
zum grofden Teil phosphorylierungsunabhangig Uber direkte Aktivierung des HCN durch
cAMP verlauft (DiFrancesco und Tortora, 1991; DiFrancesco und Mangoni, 1994; siehe

1.3.). Funktionell scheint die geringere Phosphorylierungsrate im rechten Vorhof den
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Effekt also kaum einzuschranken, zumal eine — zwar nicht signifikante, gleichwohl

deutliche — Steigerung der Phosphorylierung im Vergleich zu WT Mausen zu sehen war.

5.2.3. Wirkung von UR-MB-158

Die linken Vorhoéfe von Ho-TG reagierten mit einem positiv inotropen Effekt auf
UR-MB-158. Zwei echokardiografisch untersuchte H>-TG Mause zeigten zudem eine
Steigerung der Ejektionsfraktion und der Herzfrequenz in vivo. Durch Famotidin konnte
der Effekt an den Vorhéfen gehemmt werden, was auf eine Histamin H>-Rezeptor-ver-
mittelte Wirkung schlie®en lasst. Auch bei UR-MB-158 konnte in der Entwicklung des
Wirkstoffes bereits eine hohe Affinitat fur den Histamin H>-Rezeptor (pKi=7,89) in Radio-
liganden-Bindungsassays an Sf9-Insektenzellen gezeigt werden (Tropmann et al., 2021).
Auffallend war dabei auch eine sehr hohe Selektivitat von UR-MB-158 fur den Histamin

H>-Rezeptor, da es kaum Affinitaten fir die drei anderen Histamin Rezeptoren aufwies.

An den rechten Vorhoéfen fuhrte UR-MB-158 zu einer Steigerung der Schlagfrequenz.
Diese war zwar nicht signifikant, vermutlich lag das aber eher an der niedrigen Ver-
suchsanzahl (n=3) als an einer fehlenden Wirkung. So war der Effekt in Anwesenheit
von Famotidin (n=6) bei héheren Konzentrationen signifikant und auch in den Einzel-
versuchen der Echokardiografie konnte eine deutliche Steigerung der Herzfrequenz
nachgewiesen werden. Gleichermalfen fihrte UR-MB-158 in Vorversuchen an rechten
Vorhéfen des Meerschweinchens zu einem positiv chronotropen Effekt mit einem
pECso-Wert von 8,54 + 0,09 (Tropmann et al., 2021). In dieser Arbeit erreichte
UR-MB-158 einen deutlich héheren pECso-Wert von 9,24 + 0,98 an den rechten Vorho6-
fen von Ho-TG.

Bei genauer Betrachtung der Einzelmechanogramme von WT scheint bei hohen Kon-
zentrationen von UR-MB-158 ein leichter positiv inotroper Effekt aufzutreten. Dieser ist
nicht signifikant, zog sich aber durch alle Versuche mit UR-MB-158. Der Effekt ist in
Anwesenheit von Famotidin ebenso ausgepragt wie in seiner Abwesenheit, weshalb
von einer Histamin Hy-Rezeptor-unabhangigen Wirkung auszugehen ist. Es lasst sich
vermuten, dass UR-MB-158 in sehr hohen Konzentrationen (ab 10 uM) einen off-target

Effekt hervorrufen kdnnte, wobei noch unklar ist, wie dieser vermittelt wird.

UR-MB-158 ware nicht der erste Histamin H>-Rezeptor-Agonist, der auch tber andere
Rezeptoren eine Wirkung entfaltet. Studien mit dem Histamin H.-Rezeptor-Agonisten
Amthamin an narkotisierten Ratten haben gezeigt, dass es in hohen Konzentrationen
Uber zwei Mechanismen mit dem adrenergen System interagiert (Coruzzi et al., 1996).

Zum einen wirkt es direkt an den postsynaptischen a.-Adrenozeptoren des
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GefalRendothels vasopressorisch (Coruzzi et al., 1996). Zum anderen induziert es die
Freisetzung von Noradrenalin an den sympathischen Nervenendigungen des Herzens

und steigert so die Schlagfrequenz (Coruzzi et al., 1996).

Zur genaueren Differenzierung des Effektes von UR-MB-158 bei WT wirden sich Ver-
suche mit Antagonisten anderer am Mausvorhof vorhandener Rezeptoren anbieten
(zum Beispiel dem B-Adrenozeptor) und Wirkstoffen die an sympathischen Nervenendi-
gungen agieren (zum Beispiel der Wiederaufnahmehemmer Reserpin (Mandela et al.,
2010)). Fur die klinische Anwendung von UR-MB-158 kdnnte dieser off-target Effekt
allerdings eine eher untergeordnete Rolle spielen, denn UR-MB-158 zeigt fir den posi-
tiv inotropen Effekt am Histamin H2-Rezeptor einen sehr hohen pECso-Wert von 9,86 +
0,27. Die maximale Wirkung am Histamin H>-Rezeptor erreicht es daher schon in deut-
lich niedrigeren Konzentrationen als fur den off-target Effekt nétig sind. Zwar musste
das therapeutische Fenster kleiner gewahlt werden, um unerwinschte Wirkungen zu
reduzieren, die Wirkung am Histamin H>-Rezeptor kdnnte aber wahrscheinlich trotzdem

uneingeschrankt erreicht werden.

5.2.4. Wirkung von UR-MB-159

UR-MB-159 hatte einen positiv inotropen Effekt bei den linken Vorhéfen von Ho-TG und
fUhrte bei zwei narkotisierten H>-TG Mausen in der Echokardiografie zu einer Steigerung
der Ejektionsfraktion und der Herzfrequenz. Wie auch schon bei UR-P0563 und
UR-MB-158 I6ste Famotidin an den Vorhéfen eine Rechtsverschiebung dieses Effektes
aus. Deshalb ist auch bei UR-MB-159 von einer Wirkung am Histamin H2-Rezeptor
auszugehen. Dies stimmt Uberein mit der zuvor von Tropmann et al. beschriebenen
Affinitat (pKi=7,27) von UR-MB-159 zum Histamin H.-Rezeptor (Tropmann et al.,
2021). Damit ist die Affinitat etwas niedriger als die von UR-P0563 und UR-MB-158, es
ist aber trotzdem sehr selektiv im Vergleich zu den Affinitaten zum Histamin Hs-, Hs-

und Hs-Rezeptor (Tropmann et al., 2021).

An den rechten Vorhdéfen verhielt es sich bei UR-MB-159 ahnlich wie bei UR-MB-158:
es war eine Steigerung der Herzfrequenz zu sehen, jedoch nicht in signifikantem Male;
in den echokardiografischen Versuchen hingegen war ein eindrticklicher positiv chro-
notroper Effekt vorhanden. Schon zuvor wurde ein positiv chronotroper Effekt am rech-
ten Vorhof vom Meerschweinchen beschrieben (Tropmann et al., 2021). Hier lag der
pECso-Wert mit 7,42 + 0,10 (Tropmann et al., 2021) allerdings niedriger als bei H>-TG
in dieser Arbeit mit Werten von 8,07 + 0,55.

57



5. Diskussion

Interessanterweise sind an den rechten WT-Vorhéfen positiv chronotrope Wirkungen
durch UR-P0563, UR-MB-158 und UR-MB-159 aufgetreten, die durch Famotidin ge-
hemmt werden konnten. Tatsachlich gibt es sehr unterschiedliche Berichte Uber die
Histaminwirkung am Herzen von WT Mausen. So wirkte Histamin zum Teil H>-Rezeptor-
vermittelt negativ inotrop und positiv chronotrop, mit einhergehender cAMP Erhéhung
(Goren et al., 1994), zum Teil aber auch positiv inotrop (Liu et al., 2002). Auch tber
histamininduzierte Arrhythmien und Beeinflussung der Histaminwirkung durch Famotidin
bei WT wurde berichtet (He et al., 2012).

All dies weist auf die Existenz und eine funktionelle Rolle des Histamin H>-Rezeptors
bei Mausen hin. Bei dem hier verwendeten Mausmodel war bisher allerdings keine
H>-Rezeptor-vermittelten Effekte bei WT nachweisbar (Gergs et al., 2019). Es konnte
zwar ein leichter positiv inotroper Effekt bei WT durch hohe Konzentrationen Histamin
(100 uM) gezeigt werden, dieser schien aber nicht H>-Rezeptor-vermittelt zu sein, son-
dern wurde auf die Freisetzung von Noradrenalin zurtickgefiihrt (Neumann et al., 2021d).
Es gab bereits zuvor Berichte Uber einen indirekten Mechanismus der Histaminwirkung
durch Freisetzung von endogenen Katecholaminen an den Vorhéfen der Ratte (Laher
und McNeill, 1980). In dieser Arbeit konnte der Effekt jedoch durch Famotidin gehemmt

werden und ist deshalb wohl auf den Histamin H>-Rezeptor zurtickzufiihren.

Die rechten Vorhofe von WT reagierten zwar nicht auf Histamin (siehe 4.2.1. und 5.2.1.),
allerdings besitzen die drei neuen Substanzen deutlich hdhere pECso-Werte als Histamin
(siehe Tab. 1). Aullerdem gelang — wie bereits erwahnt — die Quantifizierung des endo-
genen Histamin H>-Rezeptor-Proteins bei WT nicht, obwohl der Rezeptor auf RNA-
Ebene nachgewiesen werden konnte (siehe 5.1.1). Deshalb muss in Betracht gezogen
werden, dass der Histamin Hx-Rezeptor am Sinusknoten von WT vorhanden sein

koénnte, wenn auch sicherlich in deutlich geringerer Dichte als bei Ho-TG.

Auffallig waren bei den drei Substanzen auch die Relaxationszeiten: Normalerweise
ware bei dem positiv inotropen Effekt bei Ho-TG eine Verkiirzung der Relaxationszeit
zu erwarten gewesen, wie sie auch bei Histamin zu sehen war (siehe 4.2.1. und 5.2.1.).
Bei WT war hingegen mit keiner Veranderung der Relaxationszeit zu rechnen. Dies
war jedoch nur zum Teil der Fall, teilweise gab es keine Verkurzung der Relaxations-
zeit bei Ho-TG oder aber sie trat bei WT auf. Die Ergebnisse stimmen also nicht mit der

zu erwartenden Histamin H2-Rezeptor vermittelten Wirkung tberein.

Es konnte nun spekuliert werden, ob die neuen Substanzen oder Famotidin neben der
rezeptorvermittelten Wirkung auch direkt mit lonenkanalen interagieren. SchlieRlich ist

auch von anderen Wirkstoffen wie beispielsweise den Dopamin-Rezeptor-Antagonisten
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Metoclopramid und Domperidon bekannt, dass sie kardiale Natrium- und Kalium-Kanale
direkt hemmen konnen, was deren kardiotoxische Nebenwirkungen erklaren kdnnte
(Claassen und Zunkler, 2005; Stoetzer et al., 2017). Ebenso scheint der Hi-Rezeptor-
Antagonist Mepyramin kardiale Kalium-Kanale zu hemmen (Liu et al., 2007). Da der
auswartsgerichtete Kalium-Strom in den Kardiomyozyten die Repolarisation bedingt
(Pape et al., 2014), ware eine Beeinflussung der Relaxationszeit durch Modulation des
Kalium-Stroms durchaus denkbar. Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen jedoch keine
Schlussfolgerung auf eine solche Wirkung zu, da hierfir weitere Versuche an isolierten

Kardiomyozyten notwendig waren.

Auf Grund der grof3en Streuung und niedrigen Versuchszahl ist eine klare Aussage

uber die Beeinflussung der Relaxationszeit nicht mdglich.

5.2.5. Vergleich der Histamin H>-Rezeptor-Agonisten

Ein Vergleich der Mechanogramme von UR-P0563, UR-MB-158 und UR-MB-159 mit
dem von Histamin zeigte, dass die Kontraktionskraft bei den drei neuen H>-Rezeptor-
Agonisten weniger steil ansteigt als bei Histamin und es insgesamt langer dauert bis
das Wirkmaximum einer Konzentration erreicht ist. Dieser Unterschied konnte durch
unterschiedliche Signaltransduktionswege erklart werden, jedoch konnte bei UR-P0563
die Phosphorylierung von Phospholamban an Serin-16 und Threonin-17 nachgewiesen
werden. Dies lasst auf den bekannten Signaltransduktionsweg des Histamin H.-Rezep-
tors schlieflen. Womdglich liegt der Grund fir diesen Effekt aber schon einen Schritt
vor der Signaltransduktion, nadmlich bei der Liganden-Rezeptor-Bindungskinetik: Ver-
schiedene Liganden desselben G-Protein-gekoppelten Rezeptors kénnen sich auch in
ihrer Assoziationsgeschwindigkeits-Konstanten unterscheiden (van der Velden et al.,
2020). Dies kann beispielsweise an ligandeninduzierten Konformationsanderungen
oder Wasserumlagerungen liegen (Schuetz et al., 2017). Die Geschwindigkeit, mit der
sich Ligand und Rezeptor zu einem Komplex verbinden, kann demnach den Wirkungs-
eintritt verzogern oder beschleunigen. Bereits beschrieben wurden solche unterschied-
lichen Assoziationsgeschwindigkeits-Konstanten beispielsweise bei 3-Adrenozeptor-
Agonisten (Ramos et al., 2018) und bei Histamin Hs-Rezeptor-Antagonisten (Bosma et
al., 2019).

5.2.6. Wirkung von Famotidin

In der Literatur gibt es kontroverse Diskussionen Uber den Einfluss von Famotidin auf

die basale Herzfunktion. Kirch et al. berichteten 1987 und weiter ausgefuhrt 1988 als
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Erste Uber einen mdglichen negativ inotropen Effekt von Famotidin (Kirch et al., 1987;
Kirch et al., 1988). Bei gesunden Probanden fihrte eine einwdchige Behandlung mit
40 mg Famotidin pro Tag zum Abfall des Schlagvolumens und des Herzzeitvolumens
in der Impendanzkardiographie, hatte jedoch keinen Einfluss auf die Herzfrequenz und
den Blutdruck (Kirch et al., 1987; Kirch et al., 1988). Die Ergebnisse wurden spater be-
statigt und mit anderen Histamin H2-Rezeptor-Antagonisten (Cimetidin und Rantidin)
verglichen, bei denen keine negativ inotropen Effekte nachweisbar waren (Hinrichsen
et al., 1990).

Viele Berichte anderer Forschungsgruppen widersprachen dem und konnten bei ge-
sunden Probanden echokardiografisch keinen Einfluss von Famotidin auf die links-
ventrikulare Kontraktilitat feststellen (Salmon et al., 1991; Borow et al., 1992; Hilleman
et al., 1992), teilweise aber eine Reduktion der Herzfrequenz (Borow et al., 1992). Bei
Versuchen mit rechten Vorhéfen vom Meerschweinchen wurden keine Einflisse von
Famotidin auf die basale Schlagfrequenz beobachtet (Black et al., 1985; Krielaart et al.,
1990).

In dieser Arbeit war ein negativ inotroper und chronotroper Effekt von Famotidin auf die
Basalwerte bei H>-TG zu sehen. Dabei fallt auf, dass die Ausgangskraft deutlich héher
war als in den anderen Versuchsreihen. Insgesamt glichen sich die unter Basalbedin-
gungen héheren Werte von H>-TG nach Behandlung mit Famotidin denen von WT an.
Grunde dafur kdnnten die Antagonisierung von endogenem Histamin und die Wirkung
von Famotidin als inverser Agonist an dem konstitutiv aktivem G-Protein-gekoppeltem

Histamin H2>-Rezeptor sein (siehe 5.2.1.).

Ein negativ inotroper und chronotroper Effekt wurde auch schon bei anderen Histamin
H>-Rezeptor-Antagonisten beschrieben. Coruzzi et al. zeigten fir Oxmetidin und

SKF 9347, dass sie in hohen Konzentrationen beim Menschen negativ inotrop und
beim Kaninchen zusatzlich negativ chronotrop auf die Basalwerte wirkten (Coruzzi et
al., 1983). Die kardiodepressiv wirkenden Konzentrationen von Oxmetidin beim Kanin-
chen entsprachen dabei den hier verwendeten Konzentrationen von Famotidin. Als Ur-
sache sahen die Autoren keine Hz-vermittelte Wirkung an, sondern eine Hemmung von
Calciumtransport und -verwertung (Coruzzi et al., 1983). Weil der Effekt erst bei hohen
Konzentrationen eintrat, stellten sie jedoch dessen klinische Relevanz in Frage (Coruzzi
et al., 1983). Um die Relevanz des hier festgestellten negativ inotropen und chronotro-
pen Effektes von Famotidin einzuordnen, waren weitere Versuche notwendig. Sollte
sich die Wirkung bestatigen, kdnnte das bedeuten, dass Famotidin bei Patienten mit

Herzinsuffizienz eher vorsichtig eingesetzt werden sollte.
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In den weiteren Versuchen hemmte Famotidin erfolgreich die Wirkung der drei neuen

Substanzen am Histamin H>-Rezeptor und fuhrte zu einer Rechtsverschiebung der po-
sitiv inotropen und chronotropen Effekte. Dabei betrug die Einwirkzeit von Famotidin im
Organbad 30 Minuten. Nach dieser Zeit konnte allerdings teilweise noch ein weiterer

Abfall der Werte beobachtet werden und es gibt Berichte, dass Famotidin erst nach 60
Minuten seinen vollen inhibitorischen Effekt erreicht (Krielaart et al., 1990). Womdglich
wird also der negativ inotrope und chronotrope Effekt von Famotidin wie auch der positiv

inotrope und chronotrope Effekt der neuen Substanzen hier noch unterschatzt.

5.2.7. Wirkung von Histamin in Anwesenheit von Isoprenalin

Neumann et al. machten die Uberraschende Beobachtung, dass bei Hz- und 5-HT4-
doppelt transgenen Mausen sowie an menschlichen Vorhofpraparaten die beiden Re-
zeptoren inhibitorisch interagierten (Neumann et al., 2021b). Genauso wie der Histamin
H>-Rezeptor (siehe 1.3.) ist auch der Serotonin 5-HT4-Rezeptor Gs-gekoppelt und ruft
bei seiner Aktivierung normalerweise einen positiv inotropen Effekt hervor (Kaumann
und Levy, 2006). Allerdings fuhrte die kumulative Gabe von Histamin in Anwesenheit
von 5-HT bei niedrigen Konzentrationen zunachst zu einem negativ inotropen Effekt,
der erst in héheren Konzentrationen in einen positiv inotropen Effekt umschlug
(Neumann et al., 2021b). Dabei kam es auch auf die Reihenfolge der applizierten
Substanzen an: Bei Gabe von 5-HT in Anwesenheit von Histamin war dieses Phanomen

nicht zu beobachten (Neumann et al., 2021b).

Die Autoren vermuteten eine Art Schutzmechanismus vor zu hohen Konzentrationen

von 5-HT am Herzen, wie sie zum Beispiel bei Thrombosen auftreten kdnnen (Neumann
et al., 2021b). Als Ursache fir dieses Phanomen wird die doppelte Kopplung des Hista-
min Hz-Rezeptors an Gi-Proteine vermutet, wodurch die zuvor von 5-HT aktivierte Ade-
nylatzyklase gehemmt wird (Neumann et al., 2021b). Auch eine Wirkung Uber Histamin
H-Rezeptoren wurde in Betracht gezogen (Neumann et al., 2021b). Es konnte schon

frGher an menschlichen Vorhofpraparaten gezeigt werden, dass Histamin tUber den His-
tamin Hi-Rezeptor einen negativ inotropen Effekt hervorrufen kann, wahrend Gber His-

tamin H>-Rezeptoren der positiv inotrope Effekt vermittelt wird (Guo et al., 1984).

Da auch der B-Adrenozeptor Gs-gekoppelt ist (Hartzell, 1988) wurde in dieser Arbeit
gepruft, ob die inhibitorische Interaktion des Histamin H.-Rezeptors auch auf diesen
Rezeptor Ubertragbar ist. Die Gabe von 1 uM des B-Adrenozeptoren-Agonisten Isop-
renalin flihrte — wie erwartet — zu einem positiv inotropen und chronotropen Effekt sowohl

bei WT als auch bei H.-TG. Wahrend der anschlieenden kumulativen Gabe von
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Histamin sank die Kontraktionskraft zwar leicht und die Wirkung von Histamin war
leicht nach rechts verschoben, jedoch nicht in dem Ausmal} wie bei den Versuchen
von Neumann et al. Aulterdem war die leichte Abnahme der Kontraktionskraft auch bei
WT-Mausen zu beobachten. Beides spricht eher flur eine zeitabhangige Erschlaffung

als fur einen rezeptorvermittelten negativ inotropen Effekt.

Somit stellt sich die Frage, warum der Histamin H.-Rezeptor inhibitorisch mit dem
Serotonin 5-HT4-Rezeptor interagiert, nicht aber mit dem pB-Adrenozeptor. Unter der
Annahme, dass der hemmende Effekt von Histamin auf Gi-Protein-Kopplung zurtickzu-
fUhren ist, wirden die Ergebnisse fur unterschiedliche Signaltransduktionswege des
Serotonin 5-HT4-Rezeptors und des pB-Adrenozeptors sprechen. Um dies zu Uberprifen,
musste zunachst die Vermittlung des negativ inotropen Effektes Uber Gi-Protein-Kopp-
lung bestatigt werden. Hierzu kdnnten Versuche mit Pertussis Toxin hilfreich sein, das
die Wirkung des Gi-Proteins auf die Adenylatcyclase hemmt (Ui, 1984). Zugleich kdnnte
damit eine mogliche inhibitorische Interaktion zwischen dem Histamin Hz- und dem

B-Adrenozeptor demaskiert werden.

Im Gegensatz zu den hier vorgestellten Ergebnissen mit Histamin konnten Hattori et al.
an Papillarmuskeln des Kaninchen zeigen, dass 5-HT einen negativ inotropen Effekt auf
die Wirkung von Isoprenalin ausubt (Hattori et al., 1992). Dabei konnte ein Gi-Protein-
abhangiger Effekt ausgeschlossen werden und die Autoren vermuteten eine direkte
Blockierung des B-Adrenozeptors durch 5-HT. Die in der Studie verwendeten Konzen-
trationen von Isoprenalin (10 nM) und 5-HT (100 uM) liegen allerdings deutlich weiter
auseinander als die von Isoprenalin (1 uM) und Histamin (10 uM) in dieser Arbeit. Ein
Vergleich in Bezug auf einen kompetitiven Antagonismus am B-Adrenozeptor ist somit
schwer moglich und die Ergebnisse dieser Arbeit liefern keinen Hinweis auf solch eine
Interaktion. Fur die inhibitorische Interaktion von Histamin und 5-HT hingegen konnte
dies einen weiteren Erklarungsansatz bieten, falls keine Beteiligung des Gi-Proteins

vorlage.

5.3. Klinischer Ausblick

Entwickelt — und fur diese Arbeit freundlicherweise zur Verfigung gestellt — wurden die
neuen H>-Rezeptor-Agonisten UR-P0563, UR-MB-158 und UR-MB-159 von der Arbeits-
gruppe um Dr. rer. nat. Steffen Pockes (Institut fir Pharmazie, Universitat Regensburg)
als eine maogliche Therapieoption zur Behandlungen von Morbus Alzheimer, denn es

gibt Hinweise auf eine férdernde Wirkung von Histamin H>-Rezeptoren im ZNS auf Ge-

dachtnisprozesse (Khan et al., 2016; Sadek et al., 2016). In diesem Fall waren die in
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dieser Arbeit beschriebenen kardialen Effekte als Nebenwirkungen zu verstehen und
missten moglicherweise blockiert werden. Mit dem Hx-Rezeptor-Antagonist Famotidin
ware wohl eine Hemmung des peripheren Effektes bei gleichzeitig erhaltener Wirkung
im ZNS mdglich, da Famotidin nicht die Blut-Hirn-Schranke Gberwinden kann (Panula
et al., 2015). In diesem Zusammenhang kdnnte sogar von Vorteil sein, dass UR-P0563
an menschlichen Vorhofpraparaten deutlich geringere pECso-Werte zeigte als im Maus-
modell. Je nachdem wie hoch dessen Potenz im Gehirn und dementsprechend die
notige Konzentration zur Behandlung von Morbus Alzheimer ware, kdnnten hier die

kardialen Nebenwirkungen in klinischer Anwendung weniger stark ausgepragt sein.

Neben der Wirkung im ZNS wird auch Gber eine mdgliche Rolle von Histamin H>-Rezep-
toren zur Behandlung der Herzinsuffizienz berichtet — umstritten ist jedoch, in welcher
Art sie therapeutisch eingesetzt werden kdnnen. Einerseits konnte gezeigt werden,
dass kardiale Histamin H>-Rezeptoren nach Infarkt und bei Herzinsuffizienz erhalten
bleiben und unverandert positiv inotrop wirken, wahrend die Dichte und der positiv ino-
trope Effekt von B-Adrenozeptoren vermutlich auf Grund von erhéhten Katecholamin-
spiegeln abnimmt (Baumann et al., 1982; Baumann et al., 1983). Diese Abnahme konnte
durch Behandlung mit B-Blockern in der postischdmischen Phase verhindert werden
(Baumann et al., 1982). Die Forschungsgruppe konnte sogar in vivo bei Patienten mit
Herzinsuffizienz durch den H»>-Rezeptor-Agonisten Impromidin positiv inotrope Effekte
nachweisen, zum Beispiel Uber eine Steigerung des Herzzeitvolumens und einen Abfall
des Lungenkapillarverschlussdruckes (Baumann et al., 1984). Daneben wurde von
weiteren Effekten berichtet wie beispielsweise der Senkung der Vor- und Nachlast und
einer insgesamt massiven klinischen Verbesserung bei den Patienten — jedoch auch

von Nebenwirkungen wie Hautrétungen (Baumann et al., 1984).

Andererseits gibt es auch Berichte die Baumann et al. widersprechen. So lie® sich zwar
durchaus die Korrelation einer Abnahme der p-Adrenozeptoren mit der Schwere der
Herzinsuffizienz bestatigen (Béhm et al., 1988), allerdings auch eine Abnahme der
positiv inotropen Wirkung von Histamin H2-Rezeptoren bei schwerer Herzinsuffizienz
(Brown et al., 1986; Bohm et al., 1988).

Dariber hinaus gibt es zahlreiche Hinweise, dass der Histamin H>-Rezeptor an der Ent-
stehung von Herzinsuffizienz, der Induktion von Hypertrophie und Apoptose in Kardio-
myozyten und von dem fibrotischen Umbau des Herzens beteiligt ist (Patella et al., 1998;
Luo et al., 2013; Leary et al., 2016b; Leary et al., 2018; Levick, 2022). Folgerichtig wird
eine kardioprotektive Rolle von Hz-Rezeptor-Antagonisten erwogen. Dabei wurde

gezeigt, dass eine 10-jahrige Einnahme von H>-Rezeptor-Antagonisten mit einem
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niedrigeren Risiko fur Herzinsuffizienz verbunden ist (Leary et al., 2014; Leary et al.,
2016a).

In weiteren Studien flhrte Famotidin zu einer Verbesserung der Symptome von Herzin-
suffizienz und einer Verminderung des kardialen Remodelings bei Patienten (Kim et
al., 2006). Im Mausmodell konnte eine verminderte InfarktgréRe beobachtet werden,
wahrend H,-Rezeptor-Agonisten die Infarkigrofie steigerten (Luo et al., 2013). Die
kardioprotektive Wirkung von H.-Rezeptor-Antagonisten ist jedoch umstritten, da der
negativ inotrope Effekt, der auch in dieser Arbeit sehr ausgepragt war (siehe 4.2.5. und

5.2.5.), bei Herzinsuffizienz nachteilig sein kdnnte (Zhang et al., 2018).

Im Mausmodell war die kardioprotektive oder -schadliche Wirkung von Histamin
H>-Rezeptoren regions- und kontextabhangig: Bei Hypoxie der isolierten Vorhofe sowie
genetisch induzierter Herzhypertrophie wirkte der Histamin H>-Rezeptor kardioprotektiv,
wahrend bei globaler Ischamie und toxininduzierter Herzinsuffizienz eher ein schadlicher

Einfluss des H>-Rezeptors zu sehen war (Gergs et al., 2020).

Die Wirkung des Histamin Hx-Rezeptors bei kardialen Erkrankungen ist also kompliziert
und noch nicht vollstandig geklart. Eine Therapie mit UR-P0563, UR-MB-158 und
UR-MB-159, um die Herzfunktion bei Herzinsuffizienz oder postischamisch aufrecht zu
erhalten, kombiniert mit 3-Blockern zur Vermeidung der Desensibilisierung der 3-Adreno-
zeptoren ware auf Grund der hier festgestellten positiven Inotropie unter Umstanden
denkbar, musste jedoch sicher noch weiter untersucht werden. Auch die héheren pECso-
Werte der Substanzen im Vergleich zu Histamin und anderen H>-Rezeptor-Agonisten
(siehe Tabelle 1) kdnnten von Vorteil sein, da vermutlich niedrigere Konzentrationen
notig waren, was unerwunschte Wirkungen reduzieren konnte. Hierbei sticht vor allem
UR-MB-158 hervor. Wie bereits erwahnt, ist jedoch bei der Ubertragung der pECso-Werte
auf den Menschen Vorsicht geboten, was schon bei den Versuchen mit menschlichen
Praparaten sichtbar wurde. In diesem Sinne waren weitere Versuche mit UR-MB-158
und UR-MB-159 an menschlichen Vorhofpraparaten eine sinnvolle Ergéanzung der hier

vorgestellten Ergebnisse.

Entscheidend fir die klinische Anwendung scheint das Risiko fur unerwiinschte Folgen
bei langfristiger Einnahme wie der Férderung des fibrotischen Umbaus und der Entste-
hung einer Herzinsuffizienz. Diese sind mit den hier verwendeten Methoden nicht beur-
teilbar, konnten den Einsatz der H.-Rezeptor-Agonisten jedoch stark einschranken.
Weiterhin muss bedacht werden, dass die Substanzen nicht spezifisch auf die Inotropie
wirken. So kann zugleich ein positiv chronotroper Effekt ausgeldst werden und damit

einhergehend ein erhdhter Sauerstoffbedarf des Myokards, was bei Herzinsuffizienz
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nachteilig ware. Auch die Magensauresekretion ist H>-Rezeptor-vermittelt und kdnnte
stimuliert werden. Baumann et al. berichteten allerdings in den in vivo Versuchen von
einem selbsthemmenden Mechanismus der Magensauresekretion, sodass dies kein
grofRes Problem zu sein schien (Baumann et al., 1984). Ferner sollten weitere
H>-Rezeptor-vermittelte unerwiinschte Wirkungen wie Koronarspasmen (Ginsburg et
al., 1981) und Arrhythmien (Wolff und Levi, 1986) bei klinischer Anwendung im Blick

behalten werden.

Zuletzt sei darauf hingewiesen, dass Patienten im klinischen Alltag haufig mehrere
Medikamente parallel nehmen. Durch Medikamenteninteraktionen kann daher die Wir-
kung der Substanzen in der klinischen Anwendung von der unter Versuchsbedingungen
abweichen. Bekannt ist beispielsweise, dass das Antidepressivum Amitriptylin durch
Antagonismus am Histamin H.-Rezeptor die kardialen Wirkungen von Histamin

abschwacht (Neumann et al., 2021a).
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6. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden die kardialen Effekte von drei neuen ZNS-gangigen Histamin
H>-Rezeptor-Agonisten — UR-P0563, UR-MB-158 und UR-MB-159 — charakterisiert,
welche von der kooperierenden Arbeitsgruppe um Dr. rer. nat. Steffen Pockes (Institut

fur Pharmazie, Universitat Regensburg) entwickelt wurden.

Der humane Histamin Hx-Rezeptor ist dafir bekannt, am Herz einen positiv inotropen
und positiv chronotropen Effekt zu vermitteln. Der Gs-Protein-gekoppelte Rezeptor erzielt
diese Wirkung Uber Aktivierung der AC, die den intrazellularen cAMP-Spiegel steigert.
Hierdurch wird die PKA aktiviert, was die Phosphorylierung einer Reihe von Zielproteinen

ausldst und deren Aktivitat entsprechend moduliert.

Um die Wirkung der Substanzen am Herzen zu charakterisieren, wurden Versuche mit
H>-Rezeptor-tberexprimierenden Mausen (H>-TG) im Vergleich zu Wildtyp Mausen (WT)
durchgefuhrt. Auch die Wirkung an elektrisch stimulierten menschlichen Vorhofprapa-
raten wurde untersucht. In Western Blot-Analysen der Mauspraparate wurde zudem
der Phosphorylierungszustand von Phospholamban tberpriift, welches bekanntermalien

infolge der Aktivierung des Histamin H>-Rezeptors phosphoryliert wird.

An den elektrisch stimulierten (1 Hz) linken Vorhéfen von Hz-TG fuhrten UR-P0o563,
UR-MB-158 und UR-MB-159 analog zu Histamin zu einer Steigerung der Kontraktions-
kraft, Verkiirzung der Kontraktionszeit, Steigerung der Kontraktions- und der Relaxa-
tionsgeschwindigkeit. Diese Effekte waren bei WT nicht vorhanden. An den spontan
schlagenden rechten Vorhoéfen fuhrten die drei Substanzen zu einem positiv chrono-
tropen Effekt. Die Wirkungen an den linken und rechten Vorhéfen konnte durch den
Histamin H2-Rezeptor-Antagonisten Famotidin blockiert werden. Die drei Substanzen
waren auflerst potent, insbesondere UR-MB-158 zeigte sehr hohe pECso-Werte im

Vergleich zu anderen H>-Rezeptor-Agonisten.

UR-P0563 wurde zusatzlich an elektrisch stimulierten (1 Hz) menschlichen Vorhofpra-
paraten untersucht und bewirkte die gleichen Effekte wie am linken Vorhof von H,-TG.
Auch in Versuchen am kompletten isolierten Herz fihrte UR-P0563 zu positiv inotropen
und chronotropen Effekt bei Ho-TG, nicht aber bei WT. In vivo zeigten die drei Substan-
zen echokardiografisch eine Steigerung der Ejektionsfraktion, der systolischen Wand-

bewegung und der Schlagfrequenz bei H>-TG, nicht aber bei WT.

Mit Western Blots wurde zudem gezeigt, dass UR-P0563 zu einer Steigerung der

Phosphorylierung von Phospholamban an den Aminosauren Serin-16 und Threonin-17
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in Proben von linken und rechten Vorhofen sowie Ventrikeln von Ho-TG flihrt. Bei WT

stieg die Phosphorylierung nicht.

AuRerdem wurde ein negativ inotroper Effekt und negativ chronotroper Effekt von

Famotidin an den Vorhéfen von Hx-TG nachgewiesen.

In weiteren Versuchen konnte keine inhibitorische Interaktion zwischen dem Histamin

H>-Rezeptor und dem B-Adrenozeptor gezeigt werden.

Zusammenfassend zeigten UR-P0563, UR-MB-158 und UR-MB-159 eine kardiostimu-
lierende Wirkung, welche durch den Histamin Hz-Rezeptor vermittelt wurde. Bei einer
Anwendung zur Behandlung von ZNS-Erkrankungen wie beispielsweise Morbus Alz-
heimer sollte eine Blockierung der kardialen Wirkung durch einen nicht-ZNS-gangigen

H>-Rezeptor-Antagonisten wie Famotidin in Betracht gezogen werden.
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10.

UR-P0563, UR-MB-158 und UR-MB-159 wirken kardiostimulierend am

Histamin Ho-Rezeptor.

Histamin wirkt an den Vorhofen von Hx-TG positiv inotrop und chronotrop.
UR-P0563, UR-MB-158 und UR-MB-159 fiihren zu einem positiv inotropen
Effekt an den elektrisch stimulierten linken Vorhéfen von Ha-TG mit pECso-
Werten von 8,27; 9,86 und 8,21.

UR-P0563 wirkt positiv inotrop an Praparaten des menschlichen Vorhofes.
UR-P0563, UR-MB-158 und UR-MB-159 bewirken einen positiv chronotropen
Effekt an den spontan schlagenden rechten Vorhéfen von Ha-TG mit pECso-

Werten von 8,69; 9,24 und 8,07.

UR-P0563 wirkt am isolierten, retrograd perfundierten Herzen von H2-TG positiv

inotrop und chronotrop.
Die drei neuen Substanzen flhren in vivo zu einer Steigerung der systolischen
Wandbewegung, der Ejektionsfraktion und der Schlagfrequenz in der Echo-

kardiografie von Ho-TG.

UR-Po0563 steigert die Phosphorylierung von Phospholamban an den Amino-

sauren Serin-16 und Threonin-17 in H>-TG.

Famotidin wirkt an den Vorhéfen von Ho-TG negativ inotrop und chronotrop.

Der Histamin H2-Rezeptor hat keinen inhibitorischen Einfluss auf den 3-Adreno-

zeptor an den Vorhéfen von Ho-TG.
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Anhang

Genotypisierung

DNA-Isolation
Lysispuffer

Neutralisationspuffer

1,25 ml 1 M NaOH

0,5ml 10 mM EDTA

mit aqua bidest auf 50 ml aufgefullt
pH 8

Tris-HCI 0,23 g/50 ml aqua bidest

PCR Mastermix (pro 1 ul DNA-Probe)

8 ul aqua bidest
10 ul 2-fach Mastermix

0,5 ul Primer forward

0,5 pl Primer reverse

Vazyme #P211

(Taq plus DNA Polymerase, dNTP, Puffersystem)
MHC-Seg-P1
(5-ACCCTTACCCCACATAGACC-3)
hH2R-Seqg-P1R
(5-AGCAGGTCAGTGATAGCCAA-3)

PCR Programm
Denaturierung 94 °C 5 Minuten 1 Zyklus
Denaturierung 94 °C 20 Sekunden
Annealing 60 °C 30 Sekunden 30 Zyklen
Elongation 72 °C 1 Minute
Elongation 72 °C 5 Minuten 1 Zyklus
Hold 16 °C

1 % Agarosegel
1 g Agarose
100 ml TAE

— aufkochen
10 ul red-safe-Farbstoff

Tris-Base 40 mM, EDTA 1 mM, Essigsaure
pH 8,2

Vil



Anhang

Kontraktionsversuche und Langendorff-Herzen

Tyrode-Lésung

Stammlésung | (40 ml) NaCl 17,5 % (g/V), KCI 1,005 % (g/V),
MgCl2 x 6H20 0,56 % (g/V)

Stammldsung 11 (38 ml) NaHCOs3 5 % (g/V)

Stammlésung 11l (20 ml) NaH2PO4 x H20 0,29 % (g/V)

Endkonzentrationen 119,9 mM NacCl, 5,4 mM KCl,

1,1 mM MgCl; x 6H,0, 22,6 mM NaHCOs3, 0,42

mM NaHPO4 x H20,

1,8 mM CaCl; x 2H,0, 5,05 mM Glucose,

0,28 mM Ascorbinsaure, 0,05 mM Na;EDTA
pH 7,4

Western Blot-Analysen

Homogenisationspuffer
100 ml 10 mM NaHCO3
21,3 ml 20 % SDS-Ldsung

Lowry-Protokoll
Proteinstandard 1 mg Albumin/ml Aqua bidest

— vor Gebrauch auf 1:100 verduinnt
Stammlésung A 2 % NaCOs3in 0,1 M NaOH
Stammlésung B 1 % K-Na-Tartrat 4H.0
Stammlésung C 0,5 % CuSOq4
Lésung D 49 ml Stammlésung A

0,5 ml Stammlésung B

0,5 ml Stammlésung C
Lésung E Folin-Ciocalteu

(1 Teil Folin, 2 Teile Aqua bidest)

Trenngel 10 %

18,75 ml Porziopuffer 0,2 M Tris-Base, 0,6 M Glycine,
0,12 mM EDTA (Titriplex IIl), 0,2 % SDS,
10 % Glycerol, 0,4 % Polyacrylamid
pH 8,8

12,5 ml Acrylamid 30 %

VI
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3,125 ml Glycerin
5 ml H20
32,5 yl TEMED

150 ul APS 10 % 1g Ammonuimpersulfat/10 ml H,O

Sammelgel 4 %

2,35 ml Sammelgelpuffer 0,5 M Tris-Base, 0,4 % SDS

pH 6,8
1,25 ml Acrylamid 30 %
5,8 ml H>O
6 ul TEMED

95 ul APS 10 % 1g Ammonuimpersulfat/10 ml H,O

Elektrophoresepuffer
0,4 M Tris-Base

1,2 M Glycine

0,4 % SDS

pH 8,8

— vor Gebrauch auf 1:10 verdinnt

2-fach-Probenpuffer
0,25 M Tris-Base

8 % SDS

40 % Glycerol

0,004 % Bromphenolblau
pH 6,8

Transferpuffer

40 mM NazHPO4 x 2H,0
7,9 mM NaH,HPO, x H,0O
pH>8

Ponceau-Rot
0,2 % Ponceau S

2 % Trichloressigsaure
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TBST

10 mM Tris-Base

150 mM NaCl

0,1 % (v/v) Tween 20

pH 7,4

Blockierungspuffer BSA
2 % (w/v) BSA in TBST

Blockierungspuffer Milchpulver

5 % (w/v) Magermilchpulver in TBST

AP-Puffer
100 mM Triethanolamin
100 mM NacCl
5 mM MgCl; x 6H,0
pH 9,4
Antikbrper
1. Antikorper Gkrgge Verdunnung Medium 2. Antikérper
(Anti-) (1. AK) (1. AK) (1. AK)
Milchpulver
CSQ-1 54/55 1:1000 :
5% in TBST Anti-rabbit-IgG
<12 2 % BSA :
Ser-16P-PLB 1:5000 ) (1:1000,
(gekocht) in TBST 5 % Milchpulver
<12 _ 2% BSA in TBST)
Thr-17P-PLB (gekocht) 1:5000 in TBST
ECF-Substrat-Lésung

60 ml ECF-Ldsungspuffer
36 mg ECF-Substrat
— bei -20 °C dunkel gelagert

Substanzen

Agarose NEEO Ultra-Qualitat

Ammonuimpersulfat

Anti-CSQ-1 Antikérper (ab3516)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Abcam, Waltham, USA

X
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Anti-rabbit-lgG Antikérper (A3687)

Anti-Ser16P-PLB Antikorper (A01012)

Anti-Thr17P-PLB Antikérper (A013)
Bromphenolblau

BSA

CaCl:z

Carbogen

CuSOq

D-(+)-Glucose
ECF-Losungspuffer
ECF-Substrat

EDTA (Titriplex IlI)

Essigsaure 100 %

Famotidin

Forene® (Isofluran)
Folin-Ciocalteu Phenolreagenz
Gene Ruler 1 kb DNA Ladder
Glycerol

Glycine

Heparin-Natrium (25000 I.E./5 ml)
Histamin
Isoprenalinhydrochlorid

KCI

K-Na-Tartrat 4H,O
L-(+)-Ascorbinsaure

MgCl2 x 6H20

Milchpulver

NaCl

Nax-EDTA

NaHCO;

NaH2PO,

NaOH

PentobarbitalMerial

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

(TEMED)
PCR 2-fach Mastermix
Primer forward (MHC-Seq-P1)

Sigma Aldrich, Steinheim

Badrilla, Leeds, UK

Badrilla, Leeds, UK

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Merck KgaA, Darmstadt

Linde Healthcare, OberschleiRheim
Merck KgaA, Darmstadt

Sigma Aldrich, Steinheim

GE Healthcare, Berlin

GE Healthcare, Berlin

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim

Abbvie Dtl. GmbH & Co. KG, Wiesbaden
Merck KgaA, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
ratiopharm GmbH, Ulm

Fluka AG, Buchs, Schweiz

Sigma Aldrich, Steinheim

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Merck KgaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

AppliChem GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Merck KgaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Merck KgaA, Darmstadt

Spofa, Prag, Tschechien

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Biotool GmbH, Oberasbach

Biomers.net, Ulm
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Primer reversed (hH2R-Seg-P1R)
Ponceau S
Polyacrylamid
red-safe-Farbstoff
SDS
Trichloressigsaure
Triethanolamin
Tris

Tris-HCI

Tween® 20
UR-MB-158
UR-MB-159
UR-P0563

Gerate, Zubehor und Software

AlphaDigiDoc RT 312nnm/254 nm
Biophotometer

BD Plastipak™ 1 ml Spritzen
CV-Tronic Elektrodengel
Datenerfassung PowerLab
Elektrophorese-Einheit SE 600

Elektrophoresekammer Typ Horizon 58

Enthaarungscreme Veet for Men
Eppendorf Research® Pipetten
Eppendorf Safe-Lock Tubes
epT.l.P.S.® Standard
Filtersystem

Flusmessgerat

Glasware

GraphPad Prism 5

Heizgerat

Hoefer TE62 Tank-Transfer-Einheit
ImageQuant 5.0
Kantle BD Microfine™ 3

LabChart 8

Biomers.net, Ulm

Sigma Aldrich, Steinheim

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

iINTRON, Seongnam, South Korea

Merck KgaA, Darmstadt

Merck KgaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim

Merck KgaA, Darmstadt

Institut fir Pharmazie, Universitat Regensburg
Institut fir Pharmazie, Universitat Regensburg

Institut fir Pharmazie, Universitat Regensburg

Sigma-Aldrich, Steinheim

Eppendorf SE, Hamburg

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
C+V Pharma-Depot GmbH, Versmold
ADInstruments, Oxford, UK

Hoefer, San Francisco, USA

Life Technologies, Gaithersburg, USA
Reckitt Benckiser Dtl. GmbH, Heidelberg
Eppendorf SE, Hamburg

Eppendorf SE, Hamburg

Eppendorf SE, Hamburg

Sartorius Stedim Biotech GmbH, Géttingen
Transonic Systems Inc., Ithaca, USA
Schott AG, Mainz

GraphPad Software, San Diego, USA
Lauda Alpha Lauda Dr. R. Wobser GmbH &
Co.KG, Lauda-Kdnigshofen

Hoefer, San Francisco, USA

Molecular Dynamics (GE)

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

ADInstruments, Oxford, UK
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Mastercycler gradient

Microsoft Excel

Microsoft Power Point
Mikro-Dismembrator S

Mikroskop

Nitrocellulose Blotting Membran
Peristaltikpumpe

pH-Meter STH 600
Praparationsbesteck Aesculap
Kreisrattler 3015

Sorvall Zentrifugen Tubes
Spritzanlage Injekt®
Stromstarkegeber Standard Power-
pack p25

Stromquelle Biorad Modell 200/2.0
ThermoMixer 5436
Transfer-Einheit TE 62

Typhoon 9410 Variable Mode Imager
Ultraschallkontaktgel
Ultraschallwandler UW 2070
UV-Betrachter

Waage Typ AT261

Waage Typ XS205

Wollenberger Zange

Vevo 2100 mit Hochfrequenz-
Ultraschallkopf (MS 550D)
Vevo 2100 4.1.0

Zentrifuge Modell 5415 C

Messanlage Kontraktionsversuche

Eppendorf SE, Hamburg

Microsoft Coorperation, Redmont, USA
Microsoft Coorperation, Redmont, USA
Sartorius Stedim Biotech GmbH, Géttingen
Helmut Hund GmbH, Wetzlar
Amersham™ Protran™, GE Healthcare
Ismatec, Cole-Parmer GmbH, Wertheim
WTW GmbH, Weilheim

B.Braun AG, Melsungen

GFL GmbH, Hannover

Thermo Fisher Scientific, Waltham USA
B.Braun AG, Melsungen

Biometra GmbH, Géttingen

Biorad, Minchen

Eppendorf SE, Hamburg

Hoefer, San Francisco, USA

Molecular Dynamics (GE)

Caesar & Loretz GmbH, Hilden

Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin
PEQLAB GmbH, Erlangen

DeltaRange Mettler Instruments GmbH, Giel3en
Teldeo Dualrange Mettler Instruments GmbH,
Gielden

Geuder AG, Heidelberg

VisualSoncis Inc., Canada

VisualSoncis Inc., Canada

Eppendorf SE, Hamburg

Fohr Medical Instruments GmbH, Seeheim

Brickenverstarker und Schreiber (Graphtec, Linearcorder mark, VII, WR 3101)

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

Warmebad (C20 Lauda)

Transducer (Kent, Scientific corporation, Isometric Transducer)

Doppelwandgefalde, Stative, Elektroden, Halterungsstabe, Haken

X1l



Erklarungen

(1) Ich erklare, dass ich mich an keiner anderen Hochschule einem

Promotionsverfahren unterzogen bzw. eine Promotion begonnen habe.

(2) Ich erklare, die Angaben wahrheitsgemall gemacht und die wissenschaftliche Arbeit
an keiner anderen wissenschaftlichen Einrichtung zur Erlangung eines akademischen

Grades eingereicht zu haben.

(3) Ich erklare an Eides statt, dass ich die Arbeit selbststandig und ohne fremde Hilfe
verfasst habe. Alle Regeln der guten wissenschaftlichen Praxis wurden eingehalten; es
wurden keine anderen als die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt
und die den benutzten Werken wortlich oder inhaltlich entnommenen Stellen als solche

kenntlich gemacht.

Datum, Unterschrift

XV



Publikationen

Teile dieser Arbeit wurden bereits veroffentlicht:

Gergs U, Buxel ML, Bresinsky M, Kirchhefer U, Fehse C, Hoéring C, Hofmann B,
Marugakova M, Cinakova A, Schwarz R, Pockes S, Neumann J (2021) Cardiac
Effects of Novel Histamine H2 Receptor Agonists. The Journal of pharmacology and
experimental therapeutics 379:223-234. doi:10.1124/jpet.121.000822

XV



Danksagung

Als Erstes mdchte ich meinem Doktorvater Prof. Dr. med. Dr. h. c. Joachim Neumann
danken. Er hat mir durch die Uberlassung des Themas diese Doktorarbeit erst ermég-
licht. Die gute Betreuung, stete Ansprechbarkeit und wissenschaftlichen Anregungen

im gesamten Verlauf dieser Arbeit habe ich sehr geschatzt.

Ebenfalls gilt mein Dank Dr. rer. nat. Ulrich Gergs fur alle nutzlichen Hinweise, die gedul-
dige Beantwortung von Fragen und die Unterstitzung bei der Auswertung und dem

Schreiben dieser Arbeit.

Ein groRer Dank geht an Sonja Reber flir meine Einarbeitung, die verlassliche Beglei-
tung bei den Versuchen und die Hilfe bei der Durchfliihrung der Versuche an menschli-
chen Praparaten. Auflerdem danke ich Pia Willmy und Stephanie Simmrodt fur die tolle

Organisation, Versorgung mit Tieren und ihre stete Hilfsbereitschaft.

Weiterhin bedanke ich mich bei Dr. rer. nat. Steffen Pockes fiir die Bereitstellung der
Substanzen sowie bei Charlotte Fehse, Margaréta Marusakova und Rebecca Schwarz
fur die Hilfe bei der Durchfihrung der Langendorff-Versuche, Western Blots und echo-

kardiografischen Versuche.

Zu guter Letzt danke ich ganz herzlich meinen Eltern, die immer ein offenes Ohr haben,
mich stets in allem unterstiitzen und mir zur Seite stehen. Ohne sie ware mein bisheriger

Werdegang nicht moglich gewesen.

XVI



