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Referat

Das Monoamin Histamin entfaltet seine Wirkung im menschlichen Koérper Uber vier
Rezeptoren: die Histamin-Rezeptoren-Hi4. Es nimmt insbesondere Uber den Histamin-H,-
Rezeptor auch Einfluss auf kontraktile Parameter am Myokard. Das trizyklische
Antidepressivum Amitriptylin bindet neben seiner intendierten Wirkung als Serotonin- und
Noradrenalin- Wiederaufnahmehemmer auch an mehrere Rezeptoren, unter anderem den
Histamin-H,-Rezeptor. Diese Arbeit untersuchte zum einen nun die Auswirkung dieser
agonistischen Bindung von Histamin auf die Schlagfrequenz und Kontraktionskraft von spontan
schlagenden rechten und elektrisch stimulierten linken isolierten Vorhofprdparationen von
Wildtyp- und transgenen Mausen, die den menschlichen Histamin-H,-Rezeptor in
Herzmuskelzellen (berexprimieren (H,-TG). Es wurden an diesen Vorhofprdparaten
Konzentrationswirkungskurven von Histamin in Abwesenheit oder Anwesenheit verschiedener
Amitriptylin-Konzentrationen erhoben. Es zeigte sich anhand der ECso-Werte (also der
halomaximal  wirksamen  Histamin-Konzentrationen) eine  konzentrationsabhangige
Verschiebung der Kurven flr Histamin an diesen Vorhofen durch Amitriptylin zu hoheren
Konzentrationen von Histamin. Unter 10 uM Amitriptylin zeigten isolierte elektrisch gereizte
Praparate aus dem rechten Vorhof von Patienten der Herzchirurgie, die im Rahmen der Anlage
der extrakardialen Zirkulation gewonnen wurden, ebenfalls eine Verschiebung des positiv
inotropen Effekts von Histamin zu héheren Konzentrationen von Histamin. Zusammenfassend
zeigte sich, wieweit Amitriptylin ein kompetitiver Antagonist am kardialen humanen Histamin-
H,-Rezeptor ist und dadurch konzentrationsabhangig die kontraktilen Parameter beeinflusst,
welche durch Stimulation dieses H,-Histamin Rezeptors erhdht wurden. Eine Analyse des
Phosphorylierungszustandes von Phospholamban mittels Western Blot zeigte bei den
transgenen Tieren eine deutliche Zunahme der Phosphorylierung an Serin 16 nach Histamin-
Gabe, welche durch 10 uM Amitriptylin antagonisiert wurde. Plasmakonzentrationen von
Amitriptylin bei suizidaler Uberdosierung bewegen sich im Rahmen der hier untersuchten
Konzentrationen, wodurch die Ergebnisse dieser Arbeit zumindest eine klinisch-toxikologische

Relevanz aufweisen kdnnten.

Binter, Maximilian: Interaktion von Amitriptylin und Histamin am Herz von Histamin-H,-
Rezeptor transgenen Mausen, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 59 Seiten, 2022
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1 Einleitung

1.1 Historischer Hintergrund

Histamin wurde erstmalig im Jahr 1907 synthetisch erzeugt und daraufhin beschrieben. Es
wurde anfangs noch mit seinem chemisch korrekten Namen 2-(1H-Imidazol-4-yl)-Athanamin
bezeichnet (Windhaus und Voigt 1907). DaR es sich bei Histamin um ein natdirlich
vorkommendes Monoamin handelt, wurde erstmals in Freiburg von Ackermann gezeigt,
welcher die Synthese von Histamin aus Histidin durch Bakterien beschrieben (Ackermann
1910). Eine Forschungsgruppe der Wellcome Research Laboratories um Sir Henry Dale konnte
Histamin aus Mutterkornpilzen (Claviceps purpurea) gewinnen und auch erstmals die positiv
inotrope und positiv chronotrope Wirkung von Histamin an Kaninchenherzen nachweisen
(Dale und Laidlaw 1910). Dabei waren die kardiovaskuldren Effekte von Histamin je nach
Spezies und anatomischer Region verschieden. Beispielsweise fiihrt Histamin in den
Koronararterien von Kaninchen zu einer Vasokonstriktion. In Versuchen an Katzen, Hunden
und Meerschweinchen konnte dagegen eine Vasodilatation der Aorta in Form einer

Hypotension gemessen werden (Dale und Laidlaw 1911).

Histamin kann liber verschiedene Wege in den menschlichen Kérper gelangen. Zum einen wird
es Uber Nahrungsmittel mit hohem Histamin-Gehalt aufgenommen. Dazu zahlen
beispielsweise Fleisch, fermentiertes Gemise, Sojaprodukte und alkoholische Getranke
(Bodmer et al. 1999, Schirone et al. 2017). Aber auch verschiedene Fischarten kénnen einen
hohen Gehalt an Histamin aufweisen. So hoch sogar, daR regelmaRig Uber Histamin
Vergiftungen nach dem Verzehr von Thunfisch, Makrele, Bonito und Speerfisch berichtet wird
(Toda et al. 2009, Feng et al. 2016). Diese Vergiftungen dhneln teilweise den Symptomen einer
allergischen Reaktion und Patienten weisen Atembeschwerden, Juckreiz, Brechreiz, Fieber und
Bluthochdruck auf (Naila et al. 2010). Andererseits wird Histamin im Koérper selbst aus der
Aminosaure Histidin durch das Enzym Histidin-Decarboxylase (HDC) synthetisiert (Badger-
Emeka et al. 2020). Dies geschieht in Mastzellen, basophilen Granulozyten, histaminergen
Neuronen und enterochromaffinen Zellen, in welchen Histamin dann intrazellular in Vesikeln

gespeichert und nach Stimulation freigesetzt wird (Thangam et al. 2018).

Der Abbau von Histamin geschieht im Koérper, je nach Lokalisation, tber zwei verschiedene
Wege: zum einen durch Oxidation mittels der Diaminoxidase (DAO, ehemals Histaminase) und
zum anderen Uber Ringmethylierung durch die Histamin-N-Methyltransferase (HNMT)
(Kuefner et al. 2014). Die DAO wird in Membran-assoziierten Vesikeln von epithelialen Zellen

gespeichert und daraus nach Stimulation in den Kreislauf sekretiert (Schwelberger et al. 2017).



Es wird vermutet, dall dieses Protein somit fiir den Abbau von extrazelluldrem Histamin
verantwortlich ist, beispielsweise nach tibermaRiger Aufnahme mit der Nahrung (Gludovacz et
al. 2018). Die HNMT wiederum befindet sich im Zytosol und baut somit nur intrazellulares
Histamin ab (Yoshikawa et al. 2019). HNMT zeigt auch eine etwas héhere Affinitdt zu Histamin
als DAO, wobei die beiden Enzyme aufgrund ihrer Verteilung vermutlich nicht um das Substrat
konkurrieren (Comas-Basté et al. 2020). Die Verteilung dieser beiden Enzyme im Korper
Uberlappt sich auch teilweise. Die hochste Konzentration von DAO findet sich im Dinndarm,
dem Colon ascendens, den Nieren und der Plazenta (Maintz und Novak 2007, Comas-Basté et
al. 2020) wohingegen HNMT in vielen verschiedenen Geweben exprimiert wird. Die groRten
Konzentrationen finden sich in Leber und Nieren, gefolgt von Milz, Colon, Prostata, Ovarien
und dem Riickenmark (Kovacova-Hanuskova et al. 2015). HNMT wird als entscheidend fiir den
Histamin Abbau im Bronchialtrakt angesehen und findet sich auch im Epithel der Trachea und

der Bronchien (Tongsook et al. 2017).

1.2 Uberblick tGber die Histaminrezeptoren

Seine Wirkung Ubt Histamin nach aktuellem Kenntnisstand Uber vier Rezeptoren aus: die
Histamin-Rezeptoren-H;.4 (Jutel et al., 2009). Heinz Schild stellte 1947 den pA, Wert als neue
Methode zur Beschreibung von antagonistischen pharmakologischen Effekten vor (Schild
1947). Gleichzeitig zeigte er, daR Mepyramin bei der Antagonisierung des positiv chronotropen
Effekts von Histamin am Herzen von Meerschweinchen einen anderen pA, Wert aufweist als
bei den Kontraktionen im isolierten lleum der Tiere, was erste Hinweise auf die Existenz
mehrerer Histaminrezeptoren gab (Ubersicht: Parsons und Ganellin 2006). Folkow et al.
formulierten 1948 erstmals die Theorie aus, wonach es mehr als einen Histaminrezeptor geben
miisse. Sie zeigten an narkotisierten Katzen, daR nur niedrige Dosen Histamins von
Diphenhydramin antagonisiert werden konnten, jedoch hohe Dosen von Histamin weiterhin
eine Vasodilatation bewirkten. Somit schien es mindestens zwei Arten von Histaminrezeptoren
zu geben, von denen nur einer durch Benadryl blockiert wurde (Parsons und Ganellin 2006).
Der Histamin-H;-Rezeptor wurde als solcher erstmals 1966 von Ash und Schild in Versuchen an
dem lleum von Meerschweinchen und dem Uterus von Ratten beschrieben (Ash und Schild
1966). Der Histamin-H;-Rezeptor und seine Wirkung wurden durch Einsatz des Histamin-H»-
Rezeptor Antagonisten Cimetidin entdeckt und 1972 durch Black et al. erstmalig beschrieben
(Black et al. 1972). Die Entdeckung des Histamin-Hs-Rezeptors folgte im Jahr 1987 durch

Schwartz et al. als sie feststellten, daR Histamin Uber diesen prasynaptischen Rezeptor im



zentralen Nervensystem (ZNS) seine eigene Synthese und Freisetzung inhibiert (Schwartz
2011). Der Histamin-H4-Rezeptor wurde erst durch die Analyse des menschlichen Genoms von
mehreren Arbeitsgruppen parallel im Jahr 2000 entdeckt und auch erstmalig beschrieben. Er
wird von verschiedenen Zellen des Immunsystems exprimiert und ist beteiligt an der

Chemotaxis und auch der Kontrolle der IL-16 Freisetzung (Parson, 2006).

1.3 Kardiale Histaminrezeptoren

Es finden sich in Bezug auf die kardiale Verteilung der Histaminrezeptoren speziesabhangige
Unterschiede. Bei Kaninchen finden sich beispielsweise im Ventrikel deutlich mehr Histamin-
Hi-Rezeptoren als im Vorhof, jedoch wird der Histamin-H,-Rezeptor tberwiegend im Atrium
und weniger im Ventrikel exprimiert. Diese Verteilung dreht sich nun bei Meerschweinchen
aber um. Bei diesen Tieren wird der Histamin-Hi-Rezeptor starker im rechten Vorhof und der
Histamin-H,-Rezeptor (berwiegend im Ventrikel exprimiert. Bei der Ratte sind Vorhofe und
Ventrikeln sehr ahnlich beziiglich der Expression von Histamin-H; und H,-Rezeptoren. An
menschlichen Praparaten findet sind eine deutlich schwachere Expression der Histamin-Hi-
Rezeptoren als bei anderen Spezies und es finden sich deutlich mehr Histamin-H, als H;-
Rezeptoren. Auch bestehen wieder unterschiedliche Rezeptordichten je nach Lokalisation: Die
Dichte an Histamin-H;-Rezeptoren ist beim Menschen im Ventrikel hoéher als im Vorhof,
wahrend es sich bei den Histamin-H,-Rezeptoren umgekehrt verhalt mit einer héheren Dichte

von Histamin-H,-Rezeptoren im Vorhof als im Ventrikel (Matsuda et al. 2004).

Auch die Wirkung der Histaminrezeptoren ist abhangig von ihrer regionalen Verteilung. Im
linken Vorhof des adulten Meerschweinchens wird der Histamin-vermittelte positiv inotrope
Effekt UOber Histamin-H;-Rezeptoren vermittelt und geht mit einem Anstieg an
Inositoltrisphosphat einher, wohingegen im Ventrikel des Meerschweinchens tberwiegend
Histamin-H,-Rezeptoren und ein intrazelluldrer Anstieg an cAMP beobachtet werden. Im
rechten Vorhof des Meerschweinchens wird der positiv chronotrope Effekt von Histamin
ebenfalls tber Histamin-H,-Rezeptoren vermittelt (Steinburg und Holland 1975, Hescheler et
al. 1987, Hattori et al. 1994, Agata et al. 2010). Interessanterweise ist der Wirkmechanismus
auch altersabhangig. Im neonatalen Meerscheinchenherzen wird der positiv inotrope Effekt
am linken Vorhof durch Histamin-H,-Rezeptoren vermittelt (Agata et al. 2010). Bei Kaninchen
wiederrum wird der positiv inotrope Effekt im linken Vorhof liber den Histamin-H,-Rezeptor
vermittelt und im Ventrikel vor allem (ber Histamin-H;-Rezeptoren (Hattori et al. 1988, 1990,

1994).



Bei humanen Vorhofpraparaten wurde ein negativ inotroper Effekt beschrieben, welcher (iber
den Histamin-Hi-Rezeptor vermittelt wurde. Der Histamin-H,-Rezeptor jedoch vermittelt an
kardialen humanen Proben einen positiv inotropen Effekt. Histamin-H; und Hi-Rezeptoren
finden sich beim Menschen sowie auch bei Mausen nur auf kardialen Neuronen und wirken
vermutlich kardioprotektiv, indem sie nach Stimulation die Freisetzung von Noradrenalin
hemmen. Bei Herzen von Mausen sind zwar alle Histaminrezeptoren auf RNA und/oder auf
Proteinebene beschrieben worden, jedoch gibt es bei diesen Tieren keinen (ber
Histaminrezeptoren vermittelten positiv inotropen oder chronotropen Effekt (Gergs et al.

2019a).

1.4 Signalweg des Histamin-H,-Rezeptors

Bei dem Histamin-H,-Rezeptor handelt es sich um einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor.
Nach Bindung des Histamins kommt es durch Vermittlung tber ein stimulierendes G-Protein
(Gs) zur Aktivierung der Adenylatzyklase (AC). Durch den konsekutiv erhéhten Gehalt an
intrazelluldarem 3°,5"-zyklischen Adenosinmonophosphat (cAMP) wird die Aktivitdt der
Proteinkinase A (PKA) gesteigert, welche multiple Proteine in der Zelle phosphoryliert. Zu
diesen Zielproteinen gehort auch das Phospholamban (PLB). Phospholamban bindet im nicht
phosphorylierten Zustand an die Ca?*-ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums (SERCA) und
hemmt deren Aktivitat. Durch die Phosphorylierung wird das PLB nicht mehr an die SERCA
gebunden, wodurch die Hemmwirkung aufgehoben wird und sich der Ca?-Einstrom in das
sarkoplasmatische Retikulum erhéht. Dort wird Ca®* liberwiegend an Calsequestrin (CSQ)
gebunden (Gergs et al. 2019a). Die physiologische Aufhebung dieser Signalkaskade ist ein
vielschichtiger Prozess und noch nicht vollends verstanden. Eine wichtige Rolle dabei spielen
wohl Serin-Threonin-Phosphatasen, insbesondere die Proteinphosphatase 1 (PP1) (Herzig und
Neumann 2000, Heijman et al. 2013). Der Inhibitor 1 (I11) wird im Sinne eines
Rickkopplungsmechanismus durch die PKA phosphoryliert. Unphosphoryliert sorgt der 11 flr
eine Hemmung der PP1 (Bertolotti 2018). Durch den Wegfall dieser Hemmung fihrt die
Aktivierung von PP1 nun zu einer Dephosphorylierung des PLB und der damit verbundenen
Bindung an die SERCA und deren Hemmung (Haghighi et al. 2014, Abb. 1). Jedoch spielen noch
weitere Proteine, wie die Proteinphosphatasen 2A, 2B, 2C, 5 und 6 eine Rolle (Gergs et al.

20194, Gergs et al. 2019b).
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Abb. 1

Vereinfachte schematische Darstellung des intrazelluldren Signalweges des Histamin-H,-
Rezeptors. AC: Adenylatzyklase; H:-R: Histamin-H,-Rezeptor;, CSQ: Calsequestrin, Gg:
Stimulierendes G-Protein; LTCC: L-Typ Calciumkanal; P: Phosphorylierung; PKA: Proteinkinase A;
PLB: Phospholamban; PP1 Proteinphosphatase 1; RyR: Ryanodinrezeptor; SERCA: Ca2+-ATPase
des sarkoplasmatischen Retikulums; TnC: Troponin C.

1.5 Amitriptylin im Allgemeinen

Bei Amitriptylin handelt es sich um ein Pharmakon aus der Gruppe der trizyklischen
Antidepressiva und es wird primdr in der medikamentdsen Therapie von Depressionen
verwendet (Melin et al. 2021). Der Effekt Gber den Amitriptylin seine antidepressive Wirkung
entfaltet ist noch nicht abschliefend verstanden. Die Hauptwirkung wird nach aktuellem
Wissen Uber die Blockade von neuronalen Serotonin- (5-Hydroxytryptamin, 5-HT) und
teilweise auch  Noradrenalin-Transportern  vermittelt, wodurch es zu einer
Wiederaufnahmehemmung der entsprechenden Neurotransmitter im synaptischen Spalt
kommt (McClure und Daniels 2021). Die Inzidenz und auch die Intensitat von Nebenwirkungen
ist bei Amitriptylin und samtlichen trizyklischen Antidepressiva im Vergleich zu selektiven
Serotoninwiederaufnahme-Hemmern hoher, weshalb trizyklische Antidepressiva wie
Amitriptylin als flihrende Antidepressiva abgelost wurden (McClure und Daniels 2021). Jedoch

besteht noch eine intensive Diskussion beziglich der Frage, ob Serotoninwiederaufnahme-
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Hemmer den trizyklischen Antidepressiva in der Wirksamkeit iberlegen sind (Richelson 2001,
Barbui und Hotopf 2001). Weiterhin ist Amitriptylin ein funktioneller Inhibitor der sauren
Sphingomyelinase, worin ein weiterer Wirkmechanismus bestehen kénnte (Zivanovi¢ et al.
2019). Neuere Studien zeigen einen Hinweis auf den Zusammenhang einer Enzymuiberaktivitat
der Sphingomyelinase mit einer schweren Depression (Kornhuber et al. 2011). Dariber hinaus
kann Amitriptylin antagonistische Effekte auch an weiteren Rezeptoren bedingen: Dazu
gehéren der Histamin-H; und Histamin-H,-Rezeptor, viele weitere G-Protein gekoppelte
Rezeptoren, wie a-Adrenozeptoren oder B-Adrenozeptoren und muskarinische Acetylcholin-
Rezeptoren (Matthaei et al. 2021). Diese antagonistische Wirkung an neuronalen
Muskarinrezeptoren Uben viele Antidepressiva aus, jedoch ist Amitriptylin von allen der
potenteste (Uno et al. 2017). Weiterhin zeigt Amitriptylin antagonistische Effekte an Natrium-,
Kalium- und Kalzium-Kanalen (Stanton et al. 1993, Owens et al. 1993, Nicholson et al. 2002,
Punke und Friedrich 2007, McClure und Daniels 2021).

Neben seiner bekannten antidepressiven Wirkung wird Amitriptylin auch fir andere
Indikationen verwendet. Dazu zdhlen Migrane und anderweitige Kopfschmerzen,
neuropathische Schmerzen, chronische Schmerzen des unteren Riickens, Fibromyalgie oder
chronisch disseminierter Schmerz, Reizdarmsyndrom, zyklisches Erbrechenssyndrom,
interstitielle Zystitis, Nykturie, chronic pelvic pain syndrome (CPPS) und Insomnie. Unter

bestimmten Umstdnden wird Amitriptylin zudem als Sedativum eingesetzt (Schneider et al.

2019).
a) b)
CH
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Strukturformeln von Amitriptylin (a) und Nortriptylin (b)

Nach oraler Einnahme wird Amitriptylin (Abb. 2a) Uber die Darmschleimhaut aufgenommen

und erreicht die hochste Plasmakonzentration nach 2 bis 6 Stunden (Rudorfer und Potter



1999). Die Halbwertszeit von Amitriptylin variiert stark in der Literatur mit Werten zwischen 12
und 41 Stunden, wobei ein Mittelwert von 24 Stunden angegeben wird (Kondratenko et al.
2019, Zhai et al. 2020). Aufgrund seiner hohen Lipophilie bindet es mit bis zu 95% stark an
Plasmaproteine und zeigt ein groRes Verteilungsvolumen (McClure und Daniels 2021). Nach
der Absorption unterliegt es in der Leber einem ausgepragtem First-Pass Effekt, wodurch die
Bioverfligbarkeit von ungefahr 50% zu erkldren ist (Rudorfer und Potter 1999). In der Leber
erfolgen multiple Biotransformationen Uberwiegend lber das Cytochrom P450 2D6, jedoch
auch Uber CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4 und CYP3A5 (Samer et al. 2013). Durch N-
Demethylierung entsteht das sekundare Amin und der aktive Metabolit Nortriptylin (Abb. 2b),
welches ebenfalls eine antidepressive Wirkung besitzt (Hicks et al. 2017). Bei seinem
Wirkmechanismus Uberwiegt die Wiederaufnahmehemmung des Noradrenalins im Vergleich
zur Wiederaufnahmehemmung von Serotonin und es verhélt sich somit in diesem Bezug

umgekehrt zu Amitriptylin (Sanchez und Hyttel 1997).

AnschlieBend werden sowohl Amitriptylin als auch Nortriptylin hydroxyliert (McClure und
Daniels 2021). Beide dieser 10-Hydroxy-Metaboliten existieren in zwei chiralen Isomeren, einer
E (trans) und Z (cis) Version und daher existieren auch zwei Enantiomere: (+) und (-) (Di Pietro
et al. 2020). Wahrend der Therapie mit Amitriptylin oder Nortriptylin ist die Konzentration von
E-10-OH-Nortriptylin im Plasma und Liquor cerebrospinalis hoher als die von Amitriptylin,
Nortriptylin, E-10-OH-Amitriptylin, Z-10-OH-Amitriptylin oder Z-10-OH-Nortriptylin (Rudorfer
und Potter 1999). Die hydroxylierten Metabolite werden nun durch Glucuronidierung
wasserloslicher und koénnen renal eliminiert werden, jedoch wird auch ein Teil in
unkonjugierter Form ausgeschieden und im Urin lassen sich auch Spuren von nicht
metabolisiertem Amitriptylin nachweisen (McClure und Daniels 2021). Die glucuronidierten
Metabolite sind jedoch nicht mehr in der Lage die Blut-Hirn-Schranke zu lberwinden und
werden als inaktiv betrachtet (Rudorfer und Potter 1999). Die hepatische Elimination von
Amitriptylin wird zwischen 17 und 61.5 I/h angegeben und die renale Elimination liegt im

Bereich zwischen 18.8 und 30.6 I/h (Koh et al. 2019).

Aufgrund seiner Toxizitdt und seines ausgepragten Nebenwirkungsprofils wurde Amitriptylin
von seiner alten Rolle als Antidepressivum der ersten Wahl abgeldst (Richelson 2001, Bruch
2019). Diese unerwiinschten Effekte sind vielfdltig. Zu den kardiovaskularen Symptomen
zahlen orthostatische Hypotension, Tachykardie, Synkopen, AV-Blocke, QT-Strecken-
Verlangerung und infolgedessen Arrhythmien (Teschemacher et al. 1999, Wu et al. 2020). In
Fallen von Uberdosierungen wurden auch ST-Streckenhebungen vom Brugada-Typ beobachtet

(Brahmi et al. 2007). Durch die anticholinerge Wirkung kommt es unter der Therapie zu



Nebenwirkungen wie einem trockenen Mund, Verstopfungen, Sehbeschwerden, Harnverhalt,
akuten Glaukomanfillen und Gedachtnisproblemen. Weiterhin wurden unter anderem von
einem erhohten Risiko flir Frakturen, sexueller Dysfunktion, einer Zunahme von

Angststérungen und Tremor berichtet (Richelson 2001, Wu et al. 2020).

Amitriptylin erhdlt auch eine toxikologische Relevanz dadurch, dall dieses Medikament in
suizidaler Absicht oOfters Uberdosiert eingenommen wird (Koski et al. 2005). Der direkte
toxische Effekt wird vor allem durch die zentrale Wiederaufnahmehemmung des
Noradrenalins, die Blockade von a-Adrenozeptoren, die kardiale membranstabilisierende
Eigenschaft und anticholinerge  Wirkung erreicht. Die Studienlage bezlglich
Plasmakonzentrationen von Amitriptylin in Fallen von Suiziden ist sehr gering, vor allem da oft
aktive Metabolite nicht mituntersucht wurden (Kerr et al. 2001). Bei Studien, welche Falle von
teils letalen Intoxikationen mit Amitriptylin untersuchten, befand sich der Median der
Plasmakonzentration zwischen 3,2 und 4,3 mg / | (King 1982, Stead und Moffat 1983, Druid
und Holmgren 1997, Koski et al. 2005).

1.6 Amitriptylin und der Histamin-H,-Rezeptor

Eine Studie an homogenisierten Kortex- und Hippocampus-Proben von Meerschweinchen
zeigte eine antagonistische Wirkung von Amitriptylin am Histamin-H,-Rezeptor. Die Aktivitat
der Adenylatzyklase wurde nach der Zugabe von Histamin beziehungsweise dem fir den
Histamin-H,-Rezeptor spezifischeren Agonisten Dimaprit gemessen. Dabei wurde die Histamin-
stimulierte Aktivitat der Adenylatzyklase konzentrationsabhangig durch Amitriptylin gehemmt
mit einem pA2-Wert von 7,23 (SEM: 0,27) fiir Histamin und 7,47 (SEM: 0,55) fiir Dimaprit
(Green und Maayani 1977). Eine andere Studie fiihrte an linken und rechten Vorhofpraparaten
von Meerschweinchen Konzentrationswirkungskurven (KWK) wvon Histamin unter zwei
verschiedenen Konzentrationen von Amitriptylin, ndmlich 10 uM und 32 uM, durch. Hier
konnte Amitriptylin interessanterweise die Frequenz der spontan schlagenden rechten
Vorhofe nicht reduzieren. Jedoch bewirkte Amitriptylin eine konzentrationsabhangige negativ
inotrope Wirkung auf die praparierten Papillarmuskeln mit einem pA,-Wert von 6,01 (SEM:
0,5). Diese Ergebnisse lassen vermuten, daR die Wirkung von Amitriptylin am Histamin-H,-
Rezeptor in Abhadngigkeit von der anatomischen Region steht und sich zwischen Vorhof und
Ventrikel unterscheidet (Angus und Black 1980). Dieser regionsspezifische Effekt zeigt sich
auch in einer anderen Arbeit tber die Untersuchung der Auswirkungen von Amitriptylin auf

Histaminrezeptoren an Ileum-Praparaten von Meerschweinchen. Amitriptylin zeigte in einem



Konzentrationsbereich von 0,01 uM bis 5,0 uM eine konzentrationsabhangige Verschiebung
der Konzentrationswirkungskurve von Histamin zu héheren Konzentrationen an Mukosa und
Muskel, jedoch war dieser Effekt auf die Muskulatur deutlich starker ausgepragt als auf die
Mukosa (Kachur et al. 1988). Im Gegensatz zu der Studie von Angus und Black aus dem Jahr
1980 konnte jedoch eine andere Arbeit an Vorhofpraparaten von Meerschweinchen und
Kaninchen mit 3,6 uM bis 10 uM Amitriptylin durchaus einen konzentrationsabhdngigen

negativ chronotropen Effekt zeigen (Hughes und Coret 1974).

Studien zur Auswirkung von Amitriptylin auf kardiale Parameter bei Mausen lagen zum

Zeitpunkt dieser Arbeit nicht vor und werden in dieser Arbeit erstmals beschrieben.

In einer Studie an einer Insekten-Zellkultur (5f9), welche rekombinante humane Histamin-H,-
Rezeptoren mit Hilfe eines Baculovirus-Systems exprimierten, konnte gezeigt werden, dal§
mehrere Psychopharmaka einschlieRlich Amitriptylin an dem humanen Histamin-H,-Rezeptor
eine antagonistische Wirkung entfalten. Mittels einer radioaktiven Ligandenstudie zeigte sich
Amitriptylin als der potenteste Antagonist der untersuchten Psychopharmaka mit einem pKi
Wert von 7,18 (Appl et al. 2012). Es konnte zudem bereits auch an humanen Cerebrum-Proben
gezeigt werden, dalR Amitriptylin eine antagonistische Wirkung an Histamin-H,-Rezeptoren
entfaltet (Traiffort et al. 1992). Aufgrund dieser ausgepragten antagonistischen Wirkung wurde
Amitriptylin und seine Wirkung auf den humanen Histamin-H,-Rezeptor in dieser Arbeit weiter
untersucht. Die gewohnliche therapeutische Plasmakonzentration von Amitriptylin liegt
zwischen 255 nM und 637 nM (Baumann et al. 2004). Somit kann durchaus angenommen
werden, daR die antagonistische Wirkung von Amitriptylin am Histamin-H,-Rezeptors eine

klinisch relevante Beeinflussung der kardialen Funktion verursachen kann.



2 Zielstellung

In der Einleitung wurde die Wirkung und Wirkweise von Histamin Uber die verschiedenen
Rezeptoren auf das Herz aufgezeigt. Ebenfalls wurde dargelegt, dalR Amitriptylin an Histamin-

H,-Rezeptoren eine antagonistische Wirkung entfaltet.

In dieser Arbeit soll geklart werden, inwiefern diese antagonistische Wirkung von Amitriptylin
Einfluss auf verschiedene Parameter der Herzfunktion ausiibt. Zu diesem Zweck wurden
elektrisch stimulierte linke und spontan schlagende rechte Vorhofpraparate von Mausen mit
Uberexprimiertem Histamin-H,-Rezeptor in einem Organbad untersucht. Die kontraktilen
Parameter wurden unter Histamin ohne Amitriptylin und in Anwesenheit der Amitriptylin-
Konzentrationen 1 uM, 3 uM und 10 pM gemessen. In einem translationalen Ansatz wurden
die Ergebnisse auch mit Untersuchungen an humanen Proben verglichen. Anschliefend
erfolgte die Messung des an Serin 16 phosphorylierten Phospholambans mittels Western Blot,

um den intrazelluldren Signalweg etwas genauer zu untersuchen.
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3 Material und Methoden

3.1 Tierhaltung

Die Haltung und Verwendung der Mause erfolgte gemaRR den gesetzlichen Vorgaben nach
Anzeige durch die Core Facility Tierhaltung der Universitatsmedizin der Martin-Luther-
Universitdat  Halle-Wittenberg  und  entsprach  samtlichen  Anforderungen  des
Tierschutzgesetztes, der Tierschutz-Versuchstierordnung, der Meldeordnung fiir Versuchstiere
und der Richtlinie des Europdischen Parlaments und des Rates zum Schutz der fir

wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere 2010/63/EU.

3.2 Generierung der transgenen Mause

Es wurden transgene Versuchstiere verwendet, welche eine Uberexpression des humanen
Histamin-H,-Rezeptors aufwiesen. Das Plasmid, welches die entsprechende cDNA des
Rezeptors (GeneBank Accession Number AY136744) enthielt, wurde freundlicherweise von
Professor Dr. R. Seifert (Institut flir Pharmakologie der Medizinischen Hochschule Hannover,
Hannover, Deutschland) zur Verfliigung gestellt. Die cDNA wurde zusammen mit einem C-
terminalen Polyhistidin-Tag durch Restriktionsendonukleasen Hind Il und Xbal aus dem
Plasmid geschnitten. Mit Hilfe des Klenow-Enzyms wurden die Enden des DNA-Doppelstrangs
geglattet und es erfolgte das Einbringen in eine Expressionskassette. Als Promoterkassette
diente die kardiale a-Form der schweren Kette des Myosins der Maus und die
Terminierungssequenz bestand aus einer Poly-A-Sequenz des Simian-Virus 40. Dieses
Konstrukt (Abb. 3) wurde nun in die Pronuclei der murinen Embryos im Einzellstadium
eingebracht. Die entstandenen transgenen Tiere wurden daraufhin in einen CD1 Hintergrund

eingekreuzt (Gergs et al. 2019a).

Nru | Nru |

l

mmm -Myo0sin-Promoter == cDNA H2-Rezeptor | His-tag === Poly-A SVAQ el

Abb. 3
Die Expressionskassette mit der cDNA des humanen Histamin-H,-Rezeptors und einem c-
terminalen Polyhistidin-Tag (6x Histidin).
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3.3 Genotypisierung

Um den Genotyp der Tiere bestimmen zu kénnen, wurde ihnen im Alter von vier Wochen ein
Teil (ca. 2 Millimeter) der Schwanzspitze entfernt und es wurde eine permanente
Ohrmarkierung zur spateren ldentifizierung angebracht. Es erfolgte eine Genotypisierung
mittels der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR). Dazu wurde eine Extraktions-Lésung aus 250 pl
1 M NaOH, 100 pl 10 mM EDTA (pH 8.0) und 10 ml dH,0 hergestellt. Weiterhin wurde ein PCR-
Mastermix angesetzt. Dieser bestand aus 8 pl dH,0, 10 ul des 2-Fach Super Master Mix
(Biotool, Houston, TX, USA), 0,5 ul des Vorwartsprimers 5-ACCCTTACCCCACATAGACC-3" und
0,5 ul des Riickwartsprimers 5-AGCAGGTCAGTGATAGCCAA-3’. Zunachst wurden die
Schwanzstilicke Gber Nacht schiittelnd bei 55 °C unter Zugabe von 250 ul der Extraktions-
Losung inkubiert. Nachdem mittels 250 pl Tris-HCI 0,23 g / 50 ml die Neutralisierung erfolgt
war, wurden 19 pl des PCR-Mastermix und 1 pl der DNA-Probe hinzugegeben. In einem
Eppendorf Mastercycler gradient Gerdt (Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg,
Deutschland) wurde das Programm zur Histamin-H,-Rezeptor-Genotypisierung (Tab. 1)
gestartet. AnschlieRend erfolgte eine Auftrennung in einem 1%igen Agarosegel nach GroRe
durch die Agarose-Gelelektrophorese. Es wurde 1 g Agarose je 100 ml TAE-Puffer erhitzt und
anschlieRend 10 pl Red-Safe-Farbstoff hinzugegeben. Dieses Gemisch wurde in die Gelkammer
gefillt, die Kimme wurden eingesetzt und es folgte eine 30-miniitige Polymerisierung. Die
Kamme wurden anschliefend entfernt und das Gel in die Gelkammer gegeben. In der ersten
Tasche lief eine DNA-Leiter als Referenz mit und in die restlichen Taschen wurden die PCR-
Produkte pipettiert. In einem XCell4 SureLock™ Midi-Cell System (Invitrogen by Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) wurden 100 mA Stromstarke angelegt fiir 20 bis 30
Minuten, bis eine addquate Auftrennung erfolgt war. AnschlieRend erfolgte eine

Fotodokumentation zur Auswertung.

Tab. 1

PCR-Programm fiir die Histamin-H,-Rezeptor-Genotypisierung

Temperatur Dauer Anzahl Zyklen
Denaturierung 94 °C 2 min 1 Zyklus
Denaturierung 94 °C 45 s
Primerhybridisierung 50-65 °C 15s 40 Zyklen
Elongation 72 °C 30s
Elongation 72°C 10 min 1 Zyklus
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3.4 Kontraktionsversuche
3.4.1 Vorbereitung von Organbad und Messanlage

Zu Beginn der Versuche wurde eine Tyrodelésung hergestellt. Diese stellt flr die
Vorhofpraparate ein geeignetes Milieu dar, da sie physiologische Elektrolyt- und
Glucosespiegel bietet (Gergs et al. 2020). Die Lésung wurde in einem Messzylinder angesetzt,
welcher sich in einem Wasserbad mit dem Laborthermostat Lauda E100 (Lauda Dr. R. Wobser
GmbH & Co. KG, Lauda-Konigshofen, Deutschland) befand und wurde so auf 37 °C erwarmt.
Die Herstellung der Losung erfolgte aus 40 ml vorbereiteter Stammldsung | aus 175 g NaCl,
10,05 g KCl und 5,6 g MgCl, x 6 H,0 in 1000 ml, 38 ml von Stammldsung Il aus 50 g NaHCOs in
1000 ml und 20 ml von Stammldsung Il aus 1,45 NaH,PO4 x H,O in 500 ml. Anschlieflend
wurde die Losung 10 Minuten mit Carbogen (95% O, und 5% CO,) begast, damit es zu einer
Stabilisierung des pH-Werts bei pH 7,4 kommt. Daraufhin wurden 0,8 ml einer Calciumchlorid-
Losung (33,2 g CaCl,/100 ml dH,0), sowie 1 g Glucose, 49,9 mg Ascorbinsdure und 19 mg
Na,EDTA hinzugegeben und mit dH,0 auf 1000 ml Gesamtvolumen aufgefiillt. Somit enthielt
die Losung eine Endkonzentration von 119,9 mmol/lI NaCl, 5,4 mmol/l KCl, 1,8 mmol/I CaCl,,
1,10 mmol/l MgCl, 0,42 mmol/l NaH,P04, 22,6 mmol/l NaHCOs;, 0,05 mmol/l Na,EDTA, 0,28
mmol/l Ascorbinsdure und 5,05 mmol/l Glucose. Die Lésung wurde konstant mit einem

Gasgemisch aus 5% CO, und 95% O, (Carbogen) begast und auf 37 °C gehalten.

Die Versuche wurden in DoppelwandgefalRen (Abb. 4) durchgefiihrt. Der duRere Raum wurde
konstant mit 37 °C warmem Wasser durchspiilt, um konstant ein physiologisches
Versuchsmilieu zu erhalten. Der innere Raum wurde vor Versuchsbeginn mit Wasser dreimal
grindlich gespilt. AnschlieRend wurde er mit 10 ml Tyrodeldsung gefillt und konstant mit
Carbogen Uber eine Zufuhr am Boden des inneren Gefdlles begast. Weiterhin befanden sich im
inneren Gefdll zwei starre Metalldrahte, an welchen die das Prdparat haltenden Haken
eingespannt werden konnten. Der obere Draht war mit einem isometrischen Kraftaufnehmer
verbunden, dessen Signal Uber einen Briickenverstarker an einen Computer weitergeleitet
wurde. Am PC erfolgte die grafische Darstellung mittels der Software LabChart 5
(ADInstruments, Oxford, England). Vor jedem Versuch wurde der Kraftmesser kalibriert. Dazu
wurde erst ein Nullabgleich am frei hangenden Draht durchgefiihrt. Anschliefend wurde zur
Referenz der Wandler mit 500 mg belastet, indem ein entsprechend schweres Gewicht
angebracht wurde. Fir die elektrische Stimulation der linken Vorhofpraparate befand sich in

der Apparatur ein Takt und Impulsgenerator TIG 7000 (ELV Elektronik AG, Leer, Deutschland).
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Als Einstellungen wurden eine Reizung mit 1 Hz Uber eine Dauer von 5 ms gewahlt. Daraus

ergibt sich ein Grundrhythmus von 995 ms mit 60 Schldgen pro Minute (Gergs et al. 2019a).

Reizgerat
Briickenverstarker
\ i Vi —
e N /// Wasserbad —_—
_— Tyrodeldsung
< . 1
L Praparat
Carbogen | 5 Reizelektroden
———w.
J 37° warmes Wasser
Abb. 4

Doppelwandgefdf3: aufien warmes Wasser und innen mit Carbogen (95% O,, 5% CO.) begaste
Tyrodelésung sowie ein Vorhofprdparat zwischen zwei Reizelektroden. Ein Kraftaufnehmer
registriert das Signal, welches (iber einen Briickenverstdrker anschliefend digitalisiert wird.

3.4.2 Organentnahme

Bis zu Beginn der Versuche hatten die Tiere ungehinderten Zugang zu Wasser und Nahrung,
sowie die Moglichkeit sich zu bewegen. Die Mause wurden gewogen und anschliefend
Narkotisiert und Heparinisiert. Dazu erfolgte eine Injektion einer Losung Heparin von 10000 IE
und einer LOsung Pentobarbital gewichtsadaptiert (50-75 mg/kg Korpergewicht)
intraperitoneal in den linken Unterbauch. Die sedierten Mause wurden in einer
Praparationsschale fixiert. Es erfolgte die Er6ffnung des Fells, der Haut und anschlieRend des
Abdomens. Nun wurde das Diaphragma samt Pleura durch zwei parallel zu den Rippen nach
dorsal verlaufende Schnitte durchtrennt. Es folgte axial eine Weiterflihrung der Schnitte nach
kranial mit Durchtrennung der Rippen. Nun konnte das Sternum mit einer Klemme gefasst und

nach kranial umgeschlagen werden, wodurch die intrathorakalen Organe freilagen. Nach
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Durchtrennung der Aorta und der Vena cava wurde das Prdparat in ein vorbereitetes
Becherglas mit begaster Tyrodeldsung Uberfiihrt. Dort wurde das Herz leicht ausgedriickt, um
eine Thrombenbildung zu vermeiden. Das Praparat wurde anschlieRend gewogen und in ein

neues Becherglas mit begaster Tyrodel6sung tGberfihrt (Gergs et al. 2019a).

3.4.3 Praparation der Vorhofe

Das Praparat wurde in eine bereitstehende Praparationsschale Uberfihrt, welche mit
Tyrodeldsung gefiillt war und konstant mit Carbogen begast wurde. Es wurde fixiert und die
Lungenfliigel, Fett, Thymus und groRen Gefdlle wurden entfernt. AnschlieRend wurde das
Herzohr des linken Vorhofs mit einem Schnitt entfernt und es wurden zwei
Praparationshdkchen an gegeniberliegenden Enden befestigt. Daraufhin wurde der Vorgang
am noch spontan schlagenden Herzohr des rechten Vorhofs wiederholt mit besonderem
Augenmerk darauf den Sinusknoten bei der Prdparation nicht zu beschadigen. Die
Vorhofpraparate wurden nun zwischen den Drdhten der Messanlage eingespannt und in den
inneren Raum des Doppelwandgefalles getaucht. Das spontan schlagende rechte und
elektrisch stimulierte linke Vorhofpraparat wurden auf 5 mN vorgespannt. Zur Aquilibrierung
der Praparate wurde die Tyrodelosung dreimal alle 10 Minuten erneuert. Weiterhin war meist
ein Nachspannen der Praparate notig zur Erhaltung der Ausgangslage von 5 mN, dies erfolgte
zuletzt spatestens 10 Minuten vor Beginn der Versuchsreihe. Parallel dazu wurde die
Schwanzspitze der Maus abgetrennt, in ein beschriftetes Eppendorf GefaR liberfiihrt und in
flissigem Stickstoff (liquid nitrogen) gefroren. Das bei der Praparation der Vorhofe entfernte
Gewebe wurde getrennt gewogen. Das restliche Herzgewebe wurde mittels einer in flissigem
Stickstoff gekiihlten Zange gefroren und ebenfalls in ein beschriftetes Eppendorf Gefdld
Uberfiihrt. Die Proben wurden in fllssigem Stickstoff fiir die Dauer der Versuche aufbewahrt

und dann bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert (Gergs et al. 2019a).

3.4.4 Versuche zu Histamin und Amitriptylin an der Maus

Nach der oben beschriebenen Phase der Aquilibrierung wurde eine kumulative
Konzentrationswirkungskurve (KWK) fir Histamin von 10 nM bis 10 uM in Dreier-Schritten
durchgefiuhrt. Nach jeder Applikation wurde mindestens 5 Minuten gewartet, damit die
Wirkung ein Plateau erreichen konnte. Am Ende der KWK erfolgte zum Auswaschen des

Histamins ein dreimaliger Wechsel der Tyrode mit frischer Tyrodeldsung, jeweils im Abstand
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von 10 Minuten. Dann wurde Amitriptylin in verschiedenen Konzentrationen in das Organbad
pipettiert und man lieR Amitriptylin 30 Minuten einwirken. Fiir die Versuchsreihen wurden 1
UM, 3 uM und 10 puM Amitriptylin verwendet. Daraufhin wurde die KWK fiir Histamin wie zu
Beginn wiederholt. Zuletzt wurden 10 uM Isoprenalin in das Organbad pipettiert. Dies geschah
bei den Wildtierpraparaten zum Nachweis, dal® bei diesen Uberhaupt eine positiv chronotrope
und inotrope Wirkung moglich ist. Bei den transgenen Praparaten konnte so gezeigt werden,
daB die Praparate keine weitere cAMP Empfindlichkeit aufweisen (Gergs et al. 2019a). Der
Versuchsablauf wurde an Wildtyp Mausen (WT) und an transgenen Mausen mit
Uberexprimiertem humanen Histamin-H,-Rezeptoren (H,-TG) durchgefiihrt. Am Ende des
Versuches wurden die Vorhofprdparate mittels einer in flissigem Stickstoff gekiihlten Zange
gefroren, in ein beschriftetes Eppendorf Gefall Gberfiihrt und mit den anderen gefrorenen

Proben bei -80 °C gelagert.

3.4.5 Versuche an humanen Proben

Die Kontraktionsversuche wurden anschliefend an Muskelstreifen von menschlichen rechten
Vorhofen wiederholt, welche wahrend herzchirurgischen Operationen entfernt und von den
Patienten flr Forschungszwecke zur Verfligung gestellt wurden. Dies diente im Rahmen eines
translationalen Ansatzes dazu, die Ubertragbarkeit der Ergebnisse von den Experimenten an
Proben der Maus auf den Menschen beispielhaft an der Kraftentwicklung zu Gberprifen. Die
Proben wurden postoperativ schnellstmoglich in das Institut fir Pharmakologie transportiert
und in die bereits beschriebenen Doppelwandgefidle eingespannt. Das Versuchsprotokoll
dhnelte dem der linken Vorhofe mit 10 uM Amitriptylin und die Praparate wurden ebenfalls
elektrisch stimuliert. Die beiden Konzentrationswirkungskurven mit Histamin wurden jedoch
von 1 nM bis 10 uM in Dreier-Schritten durchgefiihrt und am Ende der Versuche erfolgte die
Applikation von 10 pM bis 100 pM Isoprenalin. Nach den Versuchen wurden die Proben
ebenfalls mittels flissigem Stickstoff eingefroren und in Eppendorf Gefillen bei -80 °C

verwahrt.

3.5 Western Blot

Um die ursachliche intrazellulare Signaltransduktion zu untersuchen, wurde der
Phosphorylierungszustand des regulatorisch wichtigen Proteins Phospholamban an Serin-16

(PLB Ser16) untersucht. Zunachst wurden die gefrorenen Proben homogenisiert. Dazu wurden
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die gefrorenen Proben in einen mit flissigem Stickstoff gekiihlten Behalter zusammen mit
einer Stahlkugel und 100 pl eines Homogenisationspuffers aus 10 mM NaHCOs-Puffer und 5%
f.c. Natriumdodecylsulfat (SDS, NaCi;H,sS04) gegeben. Das Gewebe wurde dann in einem
Mikrodismembrator (Mikro-Dismembrator S, Sartorius, Gottingen, Deutschland) bei 2700 rpm
fiir 60 Sekunden pulverisiert. Das Pulver wurde mit einem Spatel in ein Eppendorf GefaR
Uberfiihrt. Es wurden 100 pul SDS-Homogenisationspuffer hinzugegeben und das GefaR wurde
auf Eis gelagert. AnschlieBend erfolgte die Aufarbeitung mittels einer Ultraschall-
Homogenisation. Das Eppendorf GefalR wurde im Ultraschallreiniger Sonopuls HD 2070
(Bandelin, Berlin, Deutschland) wahrend der 3 Zyklen mit jeweils 30 Sekunden bei 75%
Leistung konstant von Eis umgeben. Die Proben wurden anschlieBend 30 Minuten lang bei
Raumtemperatur inkubiert und dann fiir 30 Minuten bei 20 °C mit 14000 rpm in der Centrifuge
5424 R zentrifugiert (Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Der Uberstand, das Homogenat,
wurde in neue Eppendorf GefdaRe Uberfihrt, eingefroren und bei -80°C gelagert bis zur

weiteren Verwendung.

Es folgte die Bestimmung des Proteingehalts nach Lowry (Lowry et al. 1951, Gergs et al. 2004).
Dazu wurden die Homogenate und Proteinstandards (Rinderserumalbumin) mit Wasser auf 1
ml verdlinnt. Es wurde ein Mix aus 49 ml 2% Na»COs (in 0,1 M NaOH), 0,5 ml 1% K-Na-Tartrat
4H,0 und 0,5 ml 0,5% CuSO4 angesetzt. Davon wurden der Probe 500 pl hinzugegeben und
nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten wurde 0,1 ml eines Folin-Ciocalteu-Reagenzes
dazugegeben. Es folgten erneut 15 Minuten Inkubationszeit und im Anschluss daran wurden
die Probel6sungen und Standardlésungen in Klvetten (iberfiihrt. Die optische Dichte bei einer
Wellenldnge von 595 nm wurde in einem Photometer (BioPhotometer, Eppendorf-Netheler-
Hinz-GmbH, Hamburg) bestimmt. Anhand der mitgeflihrten Standardkurve und einer Excel-
Tabelle wurde nun der Proteingehalt berechnet inklusive der nétigen Probemenge fiir eine 1

ug Protein / pl Endvolumen Verdiinnung.

Fir die Elektrophorese wurden Novex™ 4-12% Tris-Glycin Plus Midi-Gele, 26-Well (Invitrogen
by Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) verwendet. Pro Bahn liefen
Aliquots mit je 20 pg Protein und in nicht genutzte Taschen wurden Probenpuffer pipettiert,
um so eine Verzerrung der Spuren zu vermeiden. Es wurde ein NuPAGE™ MES SDS
(Natriumlaurylsulfat-Polyacrylamid)  Laufpuffer (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) in einem XCell4 SureLock™ Midi-Cell System (Invitrogen by Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) verwendet. Die beladenen Gele befanden sich in
einer 4 °C gekihlten Elektrophoresekammer und liefen fiir ca. 70 Minuten bei 120V bis die

Bromphenolblau-Front an das Ende des Trenngels reichte. Die Proteine wurden anschliefend
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auf die Nitrocellulose Blottingmembran-Matrix Amersham™ Protran elektrisch tberfiihrt (GE
Healthcare, Chicago, lllinois, USA) Uber 2 Stunden bei 4 °C und 2 A. Die Inkubation mit
Antikorpern gegen an Serin 16 phosphoryliertes Phospholamban (Verdiinnung 1:5000,
Katalognummer: A010-12AP, PLB Serl6; Badrilla, Leeds, Vereinigtes Konigreich), sowie mit
Calsequestrin-Antikorpern zur Beladungskontrolle erfolgte Giber Nacht bei 4 °C. Es wurde CSQ 2
als Ladungskontrolle gewahlt, da es sich hier um die herzspezifische Isoform des im
sarkoplasmatischen Retikulum vorkommenden Proteins handelt (Wang and Michalak 2020).
Die Darstellung der Banden der analysierten Proteine erfolgte (iber verstarkte
Chemifluoreszenz mit dem ECF™ Substrat fiir Western Blots (GE Healthcare, Chicago, Illinois,
USA) und einen Typhoon 9410 Scanner (GE Healthcare, Chicago, lllinois, USA). Die
Quantifizierung erfolgte mittels des ImageQuant TL Bild Analysesystems (GE Healthcare,

Chicago, lllinois, USA).

3.6 Losungen und Puffer

Samtliche Chemikalien wurden in pro analysi-Qualitat erworben, beziehungsweise im hochsten
kommerziell erhaltlichen Reinheitsgrad. Bei dem verwendeten Wasser handelt es sich um
Reinstwasser aus einer Wasseraufbereitungsanlage. Die Substanzen wurde alle durch das

Institut fir Pharmakologie und Toxikologie Halle (Saale) erworben.

Agarose, Typ SeaKem FMC bioproducts, Philadelphia, USA
Amitriptylin Sigma-Aldrich, Steinheim

L (+) - Ascorbinsdure Merck, Darmstadt

Bovine Serum Albumine Merck, Darmstadt

Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Steinheim

CaCl, Merck, Darmstadt

CuSQOq Merck, Darmstadt

DNA-Ladder GeneRuler™ Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Folin-Ciocalteus Phenolreagenz Merck, Darmstadt

Glucose Merck, Darmstadt
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HCI

Heparin

Histamin

Isoprenalin

KCl

K*-Na*-Tartrat
Magermilchpulver
MgCl,
N,N,N’,N’-Tetramethyl-
ethylendiamin (TEMED)
Natriumchlorid
Natriumlaurylsulfat
(SDS; NaC1;H25504)
Na-EDTA
Natriumhydroxid
NaH,PO4

NaHCOs
Pentobarbital
Red-Safe-Farbstoff iNTRON,

Super-PCR-Mastermix
Tris-(hydroxymethyl)-

aminomethan

C. Roth GmbH, Karlsruhe
Biochrom AG, Berlin
Fluka AG, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
TSI GmbH, Zeven

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

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

Merck, Darmstadt
Spofa, Prag, Tschechien
Seongnam, Siidkorea

Biotool GmbH, Oberasbach

Fluka AG, Buchs, Schweiz
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3.7 Verwendete Gerite

BioPhotometer

Bio-Rad System
Elektrophorese-Einheit SE 600

GefaRe 1 ml, 2 ml

ImageQuant TL Bild Analysesystems
Injektionszubehor

Laborthermostat Lauda E100

Mikro-Dismembrator S

PCR-Gerat: Mastercycler gradient

pH-Meter STH 600
Praparationsbesteck Aesculap
Ratteltisch: Kreisriittler 3015

Stromstarkegeber Standard

Takt und Impulsgenerator TIG 7000
Transfer-Einheit TE 62

Typhoon 9410 Scanner
Ultraschallreiniger Sonopuls HD 2070
UV-Betrachter

Vortex Shaker Eppendorf Mixer 5432

Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg,

Deutschland
Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA
Hoefer, San Francisco, USA

Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg,

Deutschland
GE Healthcare, Chicago, lllinois, USA
B.Braun AG, Melsungen, Deutschland

Lauda Dr. R. Wobser GbbH & Co. KG,

Lauda-Koénigshofen, Deutschland
Sartorius, Gottingen, Deutschland

Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg,

Deutschland

WTW GmbH, Weilheim, Deutschland
B. Braun AG, Melsungen, Deutschland
GFL GmbH, Hannover, Deutschland

Biometra GmbH, Gottingen, Powerpack p25

Deutschland

ELV Elektronik AG, Leer, Deutschland
Hoefer, San Francisco, USA

GE Healthcare, Chicago, lllinois, USA
Bandelin, Berlin, Deutschland

PEQLAB GmbH, Erlangen, Deutschland

Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg,

Deutschland
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Waage Typ AT261 DeltaRange Mettler Instruments GmbH, Giel3en,

Deutschland

Waage Typ XS205 Teldeo Dualrange Mettler Instruments GmbH, Gielen,

Deutschland

Zentrifuge 5424 R Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg,

Deutschland

3.8 Statistische Auswertung

Fiir die Auswertung der Daten wurden Microsoft Office Excel (Version 2010) und GraphPad
Prism (Version 5.0) flir Windows verwendet. Samtliche Werte sind als arithmetisches Mittel +
Standardfehler des arithmetischen Mittels (SEM) angegeben. Als ,n“ wird die
StichprobengrofRe bezeichnet. Fiir die Berechnung des p-Werts wurden der t-Test nach
Student, sowie die Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni Korrektur verwendet. Ein p-Wert
unter 0,05 wird als signifikant angesehen. Unter der mittleren effektiven Konzentration (ECso-
Wert) wird die Konzentration eines Wirkstoffs verstanden, bei welcher der Stoff die Halfte
seiner maximalen Wirkung entwickelt. Es wurde flr jede sigmoidale Konzentrations-

Wirkungskurve der jeweilige ECso-Wert bestimmt und anschlieRend daraus das arithmetische

Mittel berechnet.

Die ausgewerteten GruppengroRen der WT und H,-TG betrugen fiir die Versuche mit 1 uM
Amitriptylin je Gruppe 5 Tiere, bei den Versuchen mit 3 uM Amitriptylin je 8 Tiere und fir die

Versuche mit 10 uM Amitriptylin ebenfalls je 8 Tiere.
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4 Ergebnisse

Histamin wirkte in dem transgenen Mausmodell (H2-TG) an den spontan schlagenden rechten
Vorhofpraparaten zum einem konzentrationsabhangig positiv chronotrop, was sich bei den
Wildtyp Praparaten (WT) nicht zeigte. An linken Vorhofpraparate zeigte sich unter Histamin bei
den H,-TG eine konzentrationsabhdngige Zunahme der entwickelten Kraft, eine Zunahme des
Kraftanstiegs, eine Verkirzung der Dauer bis zur maximalen Kontraktion und eine Verkiirzung
der Dauer der Relaxation. Diese Effekte blieben bei den WT aus (Gergs et al. 2019a). In der
vorliegenden Arbeit geht es nun um die Verdanderungen dieser Histamin-bedingten Effekte

durch Amitriptylin.

Am Ende jedes Unterkapitels fiir eine Amitriptylin-Konzentration werden die Werte in Form

einer Tabelle erneut aufgefihrt (Tab. 2, Tab. 3, Tab. 4).

4.1 Kontraktionsversuche mit 1 uM Amitriptylin
4.1.1 Kraftentwicklung

Bei den transgenen Tieren betrug die Ausgangslage der Kraft bei den elektrisch stimulierten
linken Vorhofpraparaten ohne Amitriptylin 3,48 + 0,79 mN (n=5). Nach Gabe von 1 uM
Amitriptylin und einer 30-miniitigen Aquibrilierungsphase betrug die Ausgangslage ohne
Histamin nur noch 2,06 + 0,54 mN (n=5). Die maximale Kraftentwicklung am Ende der Histamin
Konzentrations-Wirkungskurve betrug ohne Amitriptylin 7,34 £ 1,13 mN (n=5) und veranderte
sich unter 1 uM Amitriptylin mit 7,20 £ 1,11 mN (n=5) nicht. Neben dem Kraftabfall nach Gabe
von Amitriptylin zeigte sich eine Verschiebung der Histamin Konzentrations-Wirkungs-Kurve zu
héheren Konzentrationen (Abb. 5). Der pECso-Wert der Histamin Konzentrations-Wirkungs-
Kurve ohne Amitriptylin betrug -7,27 + 0,07 (n=5) und verschob sich in Anwesenheit von 1 uM
Amitriptylin auf -6,98 + 0,07 (n=5, p<0,05).

Bei der Wildtyp-Kontrollgruppe betrug die Kraftentwicklung in der Ausgangslage 5,39 + 0,67
mN (n=5) und nach Gabe von 1 uM Amitriptylin und der 30-miniitigen Aquibrilierungsphase
noch 4,18 + 0,92 mN (n=5). Am Ende der KWK von Histamin zeigte sich mit 4,87 + 0,67 mN
(n=5) beziehungsweise unter 1 uM Amitriptylin mit 3,28 + 0,90 mN (n=5) kein Unterschied zur
Ausgangslage. Zum Ende des Versuchs erfolgte der Nachweis der B-adrenergen
Stimulierbarkeit des Praparates mittels 10 uM Isoprenalin, wodurch die Kraftentwicklung auf

8,88 + 0,99 mN (n=5) stieg.

22



150-

-e- Ohne Amitriptylin
-& Mit 1uM Amitriptylin
% 100-
©
S
X
(=]
o
: *
X
A=
L
< 50+ I/ #
I .
# #
#
0'1_I_I_l-l" } T T T T
-8 -7 -6 -5
Ctr Histamin (log[M])
Abb. 5
Kraftentwicklung von linken H,-TG-Vorhofpréparaten (n=5) unter einer Histamin KWK ohne und
mit 1 uM Amitriptylin. #p<0,05vs. WT; * p<0,05vs. Ctr.

4.1.2 Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit

Die Kraftanstiegsgeschwindigkeit der elektrisch stimulierten H,-TG linken Vorhofpraparate
betrug in der Ausgangslage ohne Amitriptylin 270,65 + 59,45 mN/s (n=5). Nach Gabe von 1 uM
Amitriptylin und einer 30-miniitigen Aquibrilierungsphase betrug die Ausgangslage ohne
Histamin nur noch 160,04 + 41,03 mN/s (n=5). Die maximale Kraftanstiegsgeschwindigkeit
nach der Histamin KWK betrug ohne Amitriptylin 600,20 + 91,51 mN/s (n=5) und war unter 1
UM Amitriptylin mit 583,49 + 89,48 mN/s (n=5) nicht unterschiedlich (Abb. 6). Der pECso-Wert
der Histamin Konzentrations-Wirkungs-Kurve ohne Amitriptylin betrug -7,22 + 0,09 (n=5) und
fiel in Anwesenheit von 1 uM Amitriptylin auf -6,98 + 0,08 (n=5) ab. Amitriptylin bewirkte
somit auch hier neben einem Abfall der Anstiegsgeschwindigkeit eine Verschiebung der

Histamin Konzentrations-Wirkungs-Kurve zu hoheren Konzentrationen (p < 0,05).

23



400 -~ Ohne Amitriptylin

- Mit 1uM Amitriptylin

600+

400+

200

Kraftanstiegsgeschwindigkeit in mN/s

+

(')"I_I_I_I_I'| t T T T T
Ctr Histamin (log[M])
Abb. 6
Kraftanstiegsgeschwindigkeit von linken H,-TG-Vorhofpréparaten (n=5) unter einer Histamin
KWK ohne und mit 1 uM Amitriptylin. *:p<0,05vs. Ctr

Bei Kontrollgruppe der WT betrug die Kraftanstiegsgeschwindigkeit in der Ausgangslage 436,51
+ 63,84 mN/s (n=5) und nach Gabe von 1 puM Amitriptylin und der 30-min(tigen
Aquibrilierungsphase noch 337,80 + 82,44 mN/s (n=5). Am Ende der Histamin-KWK zeigte sich
mit 389,71 + 57,52 mN/s (n=5) beziehungsweise unter 1 uM Amitriptylin mit 280,17 + 63,76
mN/s (n=5) kein Unterschied zur Ausgangslage. Zum Ende des Versuchs erfolgte der Nachweis
der B-adrenergen Stimulierbarkeit des Prdparates mittels 10 UM Isoprenalin, wodurch die

Kraftanstiegsgeschwindigkeit auf 746,65 + 88,34 mN/s (n=5) stieg.

Die Ausgangslage der Relaxationsgeschwindigkeit der elektrisch stimulierten linken
Vorhofpraparate von H,-TG betrug ohne Amitriptylin -144,08 + 29,32 mN/s (n=5). Unter 1 uM
Amitriptylin und nach Abwarten der Aquilibrierung betrug diese -96,77 + 26,71 mN/s (n=5). Am
Ende der Histamin KWK betrug die Geschwindigkeit ohne Amitriptylin -415,33 + 86,57 mN/s
(n=5) und unter 1 uM Amitriptylin -424,82 + 90,93 mN/s (n=5). Der pECso-Wert der Histamin

Konzentrations-Wirkungs-Kurve ohne Amitriptylin betrug -7,01 + 0,12 (n=5) und in
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Anwesenheit von 1 uM Amitriptylin -6,97 + 0,09 (n=5). Es zeigte sich bei diesem Parameter

keine Verschiebung der Kurve zu héheren Konzentrationen (p > 0,05).

Bei der WT-Kontrollgruppe betrug die Kraftabfallsgeschwindigkeit in der Ausgangslage -233,45
+ 37,24 mN/s (n=5) und nach Gabe von 1 pM Amitriptylin und der 30-miniitigen
Aquibrilierungsphase noch -217,00 + 59,28 mN/s (n=5). Am Ende der Histamin Konzentrations-
Wirkungs-Kurve zeigte sich mit -214,88 + 40,64 mN/s (n=5) beziehungsweise unter 1 pM
Amitriptylin mit -194,42 + 52,67 mN/s (n=5) kein Unterschied zur Ausgangslage. Zum Ende des
Versuchs erfolgte der Nachweis der B-adrenergen Stimulierbarkeit des Praparates mittels 10

UM Isoprenalin, wodurch die Kraftabfallsgeschwindigkeit auf -457,73 £ 62,66 mN/s (n=5) stieg.

4.1.3 Anspannungs- und Erschlaffungszeit

Die Zeit bis zur maximalen Kraftentwicklung einer Muskelkontraktion bei den elektrisch
stimulierten H,-TG linken Vorhofpraparaten betrug ohne Amitriptylin 12,34 + 0,18 ms (n=5).
Am Ende der Histamin KWK lag sie nur noch bei 11,14 + 0,16 (n=5). Unter 1 uM Amitriptylin
und nach Abwarten der Aquibrilierung zeigte sich eine Anstiegszeit von 12,51 + 0,21 ms (n=5)
und nach der Histamin Konzentrations-Wirkungskurve noch 11,25 + 0,17 ms (n=5). Der pECso-
Wert der Wirkungskurve ohne Amitriptylin lag bei -6,81 + 0,10 (n=5) und stieg unter 1 uM
Amitriptylin auf -6,70 = 0,13 (n=5, p < 0,05).

Bei der WT-Kontrollgruppe war die Zeit bis zur maximalen Kraftentwicklung einer
Muskelkontraktion in der Ausgangslage 12,50 + 0,05 ms (n=5) und nach Gabe von 1 uM
Amitriptylin und der 30-miniitigen Aquibrilierungsphase noch 12,69 + 0,06 ms (n=5). Am Ende
der Histamin Konzentrations-Wirkungs-Kurve zeigte sich kein Unterschied zur Ausgangslage bei
12,78 £ 0,12 ms (n=5) beziehungsweise bei 12,66 + 0,13 ms (n=5) unter 1 uM Amitriptylin. Zum
Ende des Versuchs erfolgte der Nachweis der B-adrenergen Stimulierbarkeit des Praparates

mittels 10 uM Isoprenalin, wodurch die Anstiegszeit auf 11,55 + 0,16 ms (n=>5) fiel.

Die Erschlaffungszeit der Praparate der elektrisch stimulierten linken H,-TG Vorhofe betrug
ohne Amitriptylin 40,59 + 3,75 ms (n=5) und fiel am Ende der Histamin Konzentrations-
Wirkungskurve auf 25,83 + 0,50 ms (n=5) ab. Nach Gabe von 1 uM Amitriptylin und einer 30-
minitigen Aquibrilierung betrug die Erschlaffungszeit 31,41 + 2,26 ms (n=5) und fiel am Ende
der Histamin KWK auf 25,68 + 0,66 ms (n=5). Der pECso-Wert der Histamin Konzentrations-
Wirkungs-Kurve ohne Amitriptylin betrug -6,82 + 0,11 (n=5) und war unter 1 uM Amitriptylin
mit -6,83 + 0,34 (n=5) nicht unterschiedlich (p > 0,05).
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Bei der WT Kontrollgruppe betrug die Erschlaffungszeit der Praparate in der Ausgangslage
35,83 + 2,22 ms (n=5) und fiel nach Gabe von 1 uM Amitriptylin und der 30-miniitigen
Aquibrilierungsphase auf 28,56 + 1,82 ms (n=5). Am Ende der Histamin Konzentrations-
Wirkungs-Kurve zeigte sich mit 36,11 + 2,24 ms (n=5) beziehungsweise unter 1 uM Amitriptylin
mit 24,30 + 1,73 ms (n=5) kein Unterschied zur Ausgangslage. Zum Ende des Versuchs erfolgte
der Nachweis der B-adrenergen Stimulierbarkeit des Prdparates mittels 10 uM Isoprenalin,

worunter die Erschlaffungszeit 24,50 + 1,13 ms (n=5) betrug.

4.1.4 Herzfrequenz

Die Frequenz der spontan schlagenden H,-TG rechten Vorhofpraparate in der Ausgangslage
ohne Amitriptylin betrug 409,07 + 17,16 bpm (n=5). Nach Applikation von 1 pM Amitriptylin
und Abwarten der 30-miniitigen Aquibrilierung betrug die Frequenz in Ruhe nur noch 312,37 +
10,46 bpm (n=4). Am Ende der Histamin Konzentrations-Wirkungskurve ohne Amitriptylin
betrug die Frequenz 560,02 + 31,49 bpm (n=5). Unter 1 uM Amitriptylin und nach der
Aquibrilierungszeit betrug die Frequenz 567,37 + 9,15 bpm (n=4). Der pECso-Wert der Histamin
KWK ohne Amitriptylin betrug -7,40 + 0,23 (n=5) und unter 1 pM Amitriptylin -6,65 * 0,18
(n=4). Somit zeigte sich hier eine Abnahme der Herzfrequenz in der Ausgangslage unter
Amitriptylin und eine Verschiebung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve zu hdheren

Konzentrationen von Histamin (Abb. 7).
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Abb. 7
Herzfrequenz der rechten H,-TG-Vorhofpréparate (n=5, nach Amitriptylin n=4) unter einer
Histamin KWK ohne und mit 1 uM Amitriptylin. #:p <0,05vs. WT; *: p<0,05vs. Ctr

Bei der Wildtyp Kontrollgruppe betrug die Herzfrequenz in der Ausgangslage 412,58 + 29,77
bpm (n=5). Diese fiel nach Gabe von 1 uM Amitriptylin und einer 30-min(tigen
Aquibrilierungsphase auf 347,43 + 20,58 bpm (n=5) ab. Am Ende der Histamin KWK zeigte sich
mit 428,55 + 25,68 bpm (n=5) beziehungsweise mit 362,09 + 23,97 bpm (n=5) unter 1 uM
Amitriptylin kein Unterschied zur Ausgangslage. Zum Ende des Versuchs erfolgte der Nachweis
der B-adrenergen Stimulierbarkeit des Prdparates mittels 10 uM Isoprenalin, wodurch die

Frequenz auf 545,40 + 26,18 bpm (n=5) stieg.
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Tab. 2

Zusammenfassung der kontraktilen Parameter von H,-TG-Vorhofpraparaten unter 1 uM
Amitriptylin

*: p < 0,05 vs. ohne Amitriptylin; #: p < 0,05 Verschiebung des ECso-Werts

Kontrolle 10 uMm 1uM 10 uM
Histamin Amitriptylin Histamin + 1
uM
Amitriptylin
Kontraktionskraft (mN, n=5)* | 3,48 +0,79 | 7,34+1,13 | 2,06 +0,54* 7,20+ 1,11
Kraftanstiegs- 270,65 +|600,20 £ | 160,04 t | 583,49 t
geschwindigkeit (mN/s, | 59,45 91,51 41,03* 89,48
n=5)%
Relaxations-geschwindigkeit | -144,08 + | -415,33 + | -96,77 t | -424,82 *
(mN/s, n=5) 29,32 86,57 26,71* 90,93
Anspannungszeit (ms, n=5) 12,34 + 11,14 +]12,51 +| 11,25 +
0,18 0,16 0,21 0,17
Erschlaffungszeit (ms, n=5) 40,59 + | 25,83 +|31,41 + | 25,68 +
3,75 0,50 2,26* 0,66
Herzfrequenz (bpm, n=4-5)% | 409,07 + | 560,02 + | 312,37 t | 567,37 t
17,16 31,49 10,46* 9,15

4.2 Kontraktionsversuche mit 3 pM Amitriptylin
4.2.1 Kraftentwicklung

Die Ausgangslage der Kraft bei den elektrisch stimulierten H,-TG linken Vorhofprdparaten
betrug ohne Amitriptylin 4,26 + 0,73 mN (n=7). Nach Gabe von 3 uM Amitriptylin und einer 30-
minitigen Aquibrilierungsphase betrug die Ausgangslage ohne Histamin nur noch 2,75 + 0,68
mN (n=7). Die maximale Kraftentwicklung am Ende der Histamin Konzentrations-
Wirkungskurve betrug ohne Amitriptylin 8,80 + 0,96 mN (n=7) und war unter 3 uM Amitriptylin
mit 8,16 £ 0,85 mN (n=7) nicht verdndert. Neben dem Kraftabfall nach Amitriptylingabe zeigte
sich auch eine Verschiebung der Histamin Konzentrations-Wirkungs-Kurve zu hdheren
Konzentrationen von Histamin (Abb. 8). Der pECso-Wert der Histamin KWK ohne Amitriptylin
betrug -7,56 + 0,13 (n=7) und verschob sich in Anwesenheit von 3 uM Amitriptylin auf -7,22 +
0,10 (n=7, p < 0,05).
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Abb. 8
Kraftentwicklung linker H>-TG-Vorhofpréparate (n=7) unter einer Histamin KWK ohne und mit 3
UM Amitriptylin. #:p<0,05vs. WT; *: p< 0,05 vs. Ctr.

Bei der Wildtyp Kontrollgruppe betrug die Kraftentwicklung in der Ausgangslage 5,10 + 0,50
mN (n=8) und nach Gabe von 3 uM Amitriptylin und der 30-miniitigen Aquibrilierungsphase
5,43 + 0,93 mN (n=8). Am Ende der Histamin Konzentrations-Wirkungs-Kurve zeigte sich mit
4,26 + 0,53 mN (n=8) beziehungsweise unter 3 uM Amitriptylin mit 4,63 + 0,81 mN (n=8) kein
Unterschied zur Ausgangslage. Zum Ende des Versuchs erfolgte der Nachweis der B-
adrenergen Stimulierbarkeit des Praparates mittels 10 uM Isoprenalin, wodurch die

Kraftentwicklung auf 9,55 + 0,92 mN (n=8) stieg.

4.2.2 Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit

Die Ausgangslage der Kraftanstiegsgeschwindigkeit der elektrisch stimulierten H,-TG linken
Vorhofpraparate betrug ohne Amitriptylin 370,02 + 51,07 mN/s (n=8). Nach Gabe von 3 uM
Amitriptylin und einer 30-miniitigen Aquibrilierungsphase lag die Ausgangslage ohne Histamin
nur noch bei 191,61 + 38,76 mN/s (n=8). Der maximale Kraftanstieg nach der Histamin KWK

betrug ohne Amitriptylin 645,10 + 56,59 mN/s (n=8) und unterschied sich unter 3 puM
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Amitriptylin mit 602,18 + 51,66 mN/s (n=8) nicht. Es zeigte sich somit auch hier neben einem
Abfall der Anstiegsgeschwindigkeit eine Verschiebung der Histamin Konzentrations-Wirkungs-
Kurve unter 3 uM Amitriptylin zu hoheren Konzentrationen (Abb. 9). Der pECso-Wert der
Histamin KWK ohne Amitriptylin betrug -7,52 £ 0,11 mN/s (n=8) und stieg in Anwesenheit von
3 UM Amitriptylin auf -7,21 £ 0,08 mN/s (n=8) an (p < 0,05).
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Abb. 9
Kraftanstiegsgeschwindigkeit linker H>-TG-Vorhofpréparate (n=8) unter einer Histamin KWK
ohne und mit 3 uM Amitriptylin. *:p <0,05 vs. Ctr.

Bei der WT-Kontrollgruppe betrug die Kraftanstiegsgeschwindigkeit in der Ausgangslage
349,76 + 31,87 mN/s (n=8) und nach Gabe von 3 uM Amitriptylin und der 30-minitigen
Aquibrilierungsphase 371,25 + 60,55 mN/s (n=8). Am Ende der Histamin Konzentrations-
Wirkungs-Kurve zeigte sich mit 284,49 + 32,92 mN/s (n=8) beziehungsweise 319,68 + 54,60
mN/s (n=8) unter 3 pM Amitriptylin kein Unterschied zur Ausgangslage. Zum Ende des
Versuchs erfolgte der Nachweis der B-adrenergen Stimulierbarkeit des Praparates mittels 10
UM Isoprenalin, wodurch die Kraftanstiegsgeschwindigkeit auf 686,60 + 57,35 mN/s (n=8)

stieg.
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Die Ausgangslage der Kraftabfallsgeschwindigkeit der elektrisch stimulierten H,-TG linken
Vorhofpraparate betrug ohne Amitriptylin -161,50 + 16,47 mN/s (n=8). Unter 3 uM
Amitriptylin und nach Abwarten der Aquibrilierungsphase betrug diese -119,66 + 18,16 mN/s
(n=8). Am Ende der Histamin KWK betrug die Geschwindigkeit ohne Amitriptylin -342,36 +
26,63 mN/s (n=8) und mit 3 uM Amitriptylin -337,46 + 29,39 mN/s (n=8). Der pECso-Wert der
Histamin Konzentrations-Wirkungs-Kurve ohne Amitriptylin betrug -7,44 + 0,10 mN/s (n=8)
und sank in Anwesenheit von 3 uM Amitriptylin auf -7,28 + 0,08 mN/s (n=8, p < 0,05, Abb. 10).
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Abb. 10
Kraftabfallsgeschwindigkeit linker H,-TG-Vorhofpréparate unter einer Histamin KWK ohne und
mit 3 uM Amitriptylin. *:p<0,05vs. Ctr.

Bei der WT-Kontrollgruppe betrug die Kraftabfallsgeschwindigkeit in der Ausgangslage -189,55
+ 17,38 mN/s (n=8) und nach Gabe von 3 pM Amitriptylin und der 30-minitigen
Aquibrilierungsphase -216,54 + 30,09 mN/s (n=8). Am Ende der Histamin Konzentrations-
Wirkungs-Kurve zeigte sich mit -154,77 + 15,34 mN/s (n=8) beziehungsweise -195,40 + 28,31
mN/s (n=8) unter 3 uM Amitriptylin kein Unterschied zur Ausgangslage. Zum Ende des
Versuchs erfolgte der Nachweis der B-adrenergen Stimulierbarkeit des Praparates mittels 10

UM lIsoprenalin, wodurch die Kraftabfallsgeschwindigkeit auf -359,14 + 29,34 mN/s (n=8) stieg.
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4.2.3 Anspannungs- und Erschlaffungszeit

Die Zeit bis zur maximalen Kraftentwicklung einer Muskelkontraktion bei den elektrisch
stimulierten H,-TG linken Vorhofpraparaten betrug ohne Amitriptylin 13,78 + 0,33 ms (n=8).
Am Ende der Histamin Konzentrations-Wirkungskurve betrug sie noch 12,40 £ 0,21 ms (n=8).
Unter 3 pM Amitriptylin und nach Abwarten der Aquibrilierung betrug die Anstiegszeit 13,85 +
0,35 ms (n=8) und nach der Histamin KWK 12,42 + 0,19 ms (n=8). Der pECso-Wert der
Wirkungskurve betrug ohne Amitriptylin -7,38 £ 0,16 (n=8) und unter 3 uM Amitriptylin -7,32 +
0,20 (n=8). Es fand somit auch unter einer Dosierung von 3 puM Amitriptylin keine

Verschiebung zu héheren Konzentrationen statt.

Bei der Wildtyp Kontrollgruppe betrug die Zeit bis zur maximalen Kraftentwicklung einer
Muskelkontraktion in der Ausgangslage 13,65 + 0,38 ms (n=8) und nach Gabe von 3 uM
Amitriptylin und der 30-miniitigen Aquibrilierungsphase noch 13,52 + 0,25 ms (n=8). Am Ende
der Histamin Konzentrations-Wirkungs-Kurve zeigte sich mit 14,12 + 0,38 ms (n=8)
beziehungsweise unter 3 UM Amitriptylin mit 13,58 + 0,24 ms (n=8) kein Unterschied zur
Ausgangslage. Zum Ende des Versuchs erfolgte der Nachweis der B-adrenergen
Stimulierbarkeit des Praparates mittels 10 UM Isoprenalin, wodurch die Anstiegszeit auf 12,78

+ 0,31 ms (n=8) fiel.

Die Erschlaffungszeit der Prdparate bei den elektrisch stimulierten H>-TG linken
Vorhofpraparaten betrug ohne Amitriptylin 32,33 + 2,21 ms (n=8) und fiel am Ende der
Histamin KWK auf 25,70 + 2,10 ms (n=8). Nach Gabe von 3 uM Amitriptylin und Abwarten der
30-miniitigen Aquibrilierung betrug die Erschlaffungszeit 22,66 + 2,70 ms (n=8) und fiel am
Ende der Histamin Konzentrations-Wirkungs-Kurve auf 23,88 + 2,41 ms (n=8). Der pECso-Wert
der Histamin KWK ohne Amitriptylin betrug -6,96 + 0,11 (n=8) und unterschied sich unter 3 uM
Amitriptylin mit -7,07 + 0,32 (n=8) weiterhin nicht.

Bei den WT betrug die Erschlaffungszeit der Praparate in der Ausgangslage 31,20 + 2,11 ms
(n=8) und fiel nach Gabe von 3 pM Amitriptylin und der 30-miniitigen Aquibrilierungsphase auf
26,54 + 1,88 ms (n=8). Am Ende der Histamin Konzentrations-Wirkungs-Kurve zeigte sich mit
31,35 * 2,22 ms (n=8) beziehungsweise unter 3 uM Amitriptylin mit 25,35 + 1,72 ms (n=8) kein
Unterschied zur Ausgangslage. Zum Ende des Versuchs erfolgte der Nachweis der B-
adrenergen Stimulierbarkeit des Praparates mittels 10 puM Isoprenalin, worunter die

Erschlaffungszeit 27,93 + 1,09 ms (n=8) betrug.
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4.2.4 Herzfrequenz

Die Frequenz der spontan schlagenden H,-TG rechten Vorhofpraparate in Ausgangslage ohne
Amitriptylin betrug 470,39 % 33,03 bpm (n=7). Nach 3 uM Amitriptylin und nach Abwarten der
30-miniitigen Aquibrilierung betrug die Frequenz in Ruhe nur noch 225,35 + 66,25 bpm (n=5).
Am Ende der Histamin KWK betrug die Frequenz 622,89 + 16,06 bpm (n=7) ohne Amitriptylin
und 317,08 + 61,73 bpm (n=4) unter 3 UM Amitriptylin. Der pECso-Wert der Histamin
Konzentrations-Wirkungs-Kurve ohne Amitriptylin betrug -7,16 + 0,17 (n=7) und unter 3 uM
Amitriptylin -6,81 + 0,06 (n=4). Somit zeigte sich hier eine Abnahme der Herzfrequenz in
Ausgangslage unter Amitriptylin und eine Verschiebung der Kurve zu hoheren Konzentrationen
(p > 0,05). Jedoch fiel im Vergleich zu 1 uM Amitriptylin eine deutlich héhere Anzahl an

Arrhythmien bei den Praparaten unter 3 uM auf.

Bei der Wildtyp Kontrollgruppe betrug die Herzfrequenz in der Ausgangslage 405,35 + 14,84
bpm (n=8) und nach Gabe von 3 pM Amitriptylin und der 30-minitigen Aquibrilierungsphase
noch 244,57 + 25,25 bpm (n=8). Am Ende der Histamin Konzentrations-Wirkungs-Kurve zeigte
sich mit 417,05 + 24,07 bpm (n=8) beziehungsweise unter 3 uM Amitriptylin mit 202,52 +
34,80 bpm (n=8) kein Unterschied zur Ausgangslage. Zum Ende des Versuchs erfolgte der
Nachweis der B-adrenergen Stimulierbarkeit des Praparates mittels 10 uM Isoprenalin,

wodurch die Frequenz auf 367,14 + 28,02 bpm (n=8) stieg.

Tab. 3

Zusammenfassung der kontraktilen Parameter von H>-TG-Vorhofprdparaten unter 3 uM
Amitriptylin

*: p < 0,05 vs. ohne Amitriptylin; #: p < 0,05 Verschiebung des ECso-Werts

Kontrolle 10 uM 3uM 10 uM
Histamin Amitriptylin Histamin + 3
UM
Amitriptylin

Kontraktionskraft (mN, | 4,26 £0,73 8,80+0,96 | 2,75+0,68* 8,16 + 0,85

n=7)#

Kraftanstiegs- 370,02 + | 645,10 + | 191,61 + | 602,18 +
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geschwindigkeit (mN/s, | 51,07 56,59 38,76* 51,66

n=8)"

Relaxations- -161,50 t]-342,36 £ |-119,66 t | -337,46 t

geschwindigkeit (mN/s, | 16,47 26,63 18,16* 29,39

n=5)*

Anspannungszeit (ms, n=8) | 13,78 + | 13,85 + | 12,40 +112,42 +
0,33 0,35 0,21* 0,19

Erschlaffungszeit (ms, n=8) | 32,33 + | 25,70 + | 22,66 + | 23,88 +
2,21 2,10 2,70* 2,41

Herzfrequenz (bpm, n=4-| 470,39 + | 622,89 + | 225,35 + 1| 317,08 +

7)* 33,03 16,06 66,25* 61,73

4.3 Kontraktionsversuche mit 10 uM Amitriptylin
4.3.1 Kraftentwicklung

Bei den transgenen Tieren betrug die Kraft Ausgangslage der elektrisch stimulierten linken
Vorhofpréaparate ohne Amitriptylin 2,93 + 0,38 mN (n=6). Nach Gabe von 10 uM Amitriptylin
und einer 30-minitigen Aquibrilierungsphase betrug die Ausgangslage ohne Histamin nur noch
1,89 £ 0,26 mN (n=6). Die maximale Kraftentwicklung am Ende der Histamin Konzentrations-
Wirkungskurve betrug ohne Amitriptylin 5,17 + 0,95 mN (n=6) und unterschied sich unter 10
UM Amitriptylin mit 4,33 + 0,77 mN (n=6) nicht. Neben dem Kraftabfall nach
Amitriptylinabgabe zeigte sich auch eine Verschiebung der Histamin KWK zu hdheren
Konzentrationen (Abb. 11). Der pECso-Wert der Histamin Konzentrations-Wirkungs-Kurve ohne
Amitriptylin betrug -7,48 + 0,21 (n=6) und erhdhte sich in Anwesenheit von 10 uM Amitriptylin
auf -6,35 + 0,28 (n=6, p > 0,05).
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Abb. 11
Kraftentwicklung der linken H,-TG-Vorhofprdparate (n=6) unter einer Histamin KWK ohne und
mit 10 uM Amitriptylin. #:p <0,05vs. WT; *: p<0,05vs. Ctr

Bei der Wildtyp Kontrollgruppe betrug die Kraftentwicklung in Ausgangslage 3,71 + 0,64 mN
(n=8) und nach Gabe von 10 uM Amitriptylin und der 30-miniitigen Aquibrilierungsphase noch
2,98 + 0,63 mN (n=8). Am Ende der Histamin Konzentrations-Wirkungs-Kurve zeigte sich mit
3,63 £ 0,57 mN (n=8) beziehungsweise unter 10 uM Amitriptylin mit 2,81 + 0,46 mN (n=8) kein
signifikanter Unterschied zur Ausgangslage. Zum Ende des Versuchs erfolgte der Nachweis der
B-adrenergen Stimulierbarkeit des Prdparates mittels 10 uM Isoprenalin, wodurch die

Kraftentwicklung auf 4,73 £ 0,67 mN (n=8) stieg.

4.3.2 Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit

Bei der Kraftanstiegsgeschwindigkeit der H,-TG elektrisch stimulierten linken Vorhofpraparate
zeigte sich in der Ausgangslage ohne Amitriptylin ein Wert von 201,87 + 27,44 mN/s (n=7).
Nach Gabe von 10 pM Amitriptylin und einer 30-miniitigen Aquibrilierungsphase betrug die
Ausgangslage ohne Histamin nur noch 130,07 * 19,41 mN/s (n=7). Die maximale
Kraftanstiegsgeschwindigkeit nach der Histamin KWK betrug ohne Amitriptylin 382,50 + 66,76
mN/s (n=7) und verdnderte sich unter 10 uM Amitriptylin mit 313,94 + 54,12 mN/s (n=7) nicht.
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Es zeigte sich somit auch hier neben einem Abfall der Anstiegsgeschwindigkeit eine
Verschiebung der Histamin Konzentrations-Wirkungs-Kurve unter Amitriptylin zu hoheren
Konzentrationen (Abb. 12). Der pECso-Wert der Histamin KWK ohne Amitriptylin betrug -7,36 +
0,22 (n=7) und stieg in Anwesenheit von 10 uM Amitriptylin auf -6,17 + 0,32 (n=7) an (p<0,05).
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Abb. 12
Kraftanstiegsgeschwindigkeit linker H»-TG-Vorhofprédparate unter einer Histamin KWK ohne

und mit 10 uM Amitriptylin. *:p<0,05vs. Ctr.

Bei den WT betrug die Kraftanstiegsgeschwindigkeit in der Ausgangslage 295,07 + 45,47 mN/s
(n=8) und nach Gabe von 10 uM Amitriptylin sowie der 30-miniitigen Aquibrilierungsphase
noch 231,10 + 43,05 mN/s (n=8). Am Ende der Histamin Konzentrations-Wirkungs-Kurve zeigte
sich mit 292,27 + 42,15 mN/s (n=8) beziehungsweise 224,71 + 29,59 mN/s (n=8) unter 10 uM
Amitriptylin kein Unterschied zur Ausgangslage. Zum Ende des Versuchs erfolgte der Nachweis
der B-adrenergen Stimulierbarkeit des Prdparates mittels 10 uM Isoprenalin, wodurch die

Kraftanstiegsgeschwindigkeit auf 383,43 + 46,69 mN/s (n=8) stieg.

Die Ausgangslage der Kraftabfallsgeschwindigkeit der H,-TG elektrisch stimulierten linken
Vorhofpréparate betrug ohne Amitriptylin -99,07 + 15,13 mN/s (n=6). Unter 10 uM
Amitriptylin und nach Abwarten der Aquibrilierung betrug diese -74,80 + 14,62 mN/s (n=6). Am
Ende der Histamin KWK betrug die Abfallsgeschwindigkeit ohne Amitriptylin -205,76 + 26,68
mN/s (n=6) und mit 10 pM Amitriptylin -191,78 + 29,83 mN/s (n=6). Der pECso-Wert der

Histamin Konzentrations-Wirkungs-Kurve ohne Amitriptylin betrug -7,12 + 0,11 (n=6) und in
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Anwesenheit von 10 uM Amitriptylin -6,11 + 0,26 (n=6). Es zeigte sich hier somit weiterhin eine

Verschiebung der Kurve zu hdheren Konzentrationen (p < 0,05, Abb. 13).
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Abb. 13
Kraftabfallsgeschwindigkeit linker H,-TG-Vorhofpréparate unter einer Histamin KWK ohne und
mit 10 uM Amitriptylin. *:p <0,05vs. Ctr.

Bei der Wildtyp Kontrollgruppe betrug die Kraftabfallsgeschwindigkeit in der Ausgangslage -
131,03 £ 20,38 mN/s (n=8) und nach Gabe von 10 uM Amitriptylin und der 30-minitigen
Aquibrilierungsphase noch -119,03 + 25,71 mN/s (n=8). Am Ende der Histamin Konzentrations-
Wirkungs-Kurve zeigte sich mit -130,77 £ 21,39 mN/s (n=8) beziehungsweise -118,69 + 20,93
mN/s (n=8) unter 10 pM Amitriptylin kein Unterschied zur Ausgangslage. Zum Ende des
Versuchs erfolgte der Nachweis der B-adrenergen Stimulierbarkeit des Praparates mittels 10

UM Isoprenalin, wodurch die Kraftabfallsgeschwindigkeit auf -198,31 + 26,01 mN/s (n=8) stieg.

4.3.3 Anspannungs- und Erschlaffungszeit

Die Zeit bis zur maximalen Kraftentwicklung einer Muskelkontraktion bei den H,-TG elektrisch
stimulierten linken Vorhofpraparaten betrug ohne Amitriptylin 12,51 + 0,15 ms (n=8). Am Ende
der Histamin Konzentrations-Wirkungskurve betrug sie noch 11,20 + 0,15 ms (n=8). Unter 10
UM Amitriptylin und nach Abwarten der Aquibrilierung betrug die Anstiegszeit 12,65 + 0,24 ms
(n=8) beziehungsweise 11,56 = 0,15 ms (n=8) nach der Histamin KWK. Der pECso-Wert der
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Wirkungskurve betrug ohne Amitriptylin -6,83 + 0,16 (n=8) und unter 10 uM Amitriptylin -6,02
+ 0,31 (n=8). Es fand somit unter 10 uM Amitriptylin erstmals eine Verschiebung der Kurve zu

héheren Konzentrationen bei der maximalen Kraftentwicklung (p < 0,05, Abb. 14).
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Abb. 14
Anspannungszeit linker H>-TG-Vorhofprdparate (n=8) unter einer Histamin KWK ohne und mit
10 uM Amitriptylin. *:p<0,05vs. Ctr.

Bei der Wildtyp Kontrollgruppe betrug die Zeit bis zur maximalen Kraftentwicklung einer
Muskelkontraktion in der Ausgangslage 12,43 + 0,36 ms (n=8) und 12,59 * 0,23 ms (n=8) nach
Gabe von 10 pM Amitriptylin und der 30-miniitigen Aquibrilierungsphase. Am Ende der
Histamin Konzentrations-Wirkungs-Kurve zeigte sich mit 12,24 + 0,38 ms (n=8)
beziehungsweise unter 10 uM Amitriptylin mit 12,90 + 0,28 ms (n=8) kein Unterschied zur
Ausgangslage. Zum Ende des Versuchs erfolgte der Nachweis der B-adrenergen
Stimulierbarkeit des Praparates mittels 10 uM Isoprenalin, wodurch die Anstiegszeit auf 11,84

+ 0,30 ms (n=8) fiel.

Die Erschlaffungszeit der Praparate bei den elektrisch stimulierten linken Vorhofprdparaten
betrug ohne Amitriptylin 28,78 + 1,21 ms (n=6) und fiel am Ende der Histamin KWK auf 25,49 +
0,86 ms (n=6). Nach Gabe von 10 puM Amitriptylin und Abwarten der 30-minitigen
Aquibrilierung betrug die Erschlaffungszeit 27,54 + 0,84 ms (n=6) und fiel am Ende der
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Histamin Konzentrationswirkungskurve auf 26,46 + 0,81 ms (n=6). Der pECso-Wert der Histamin
Konzentrations-Wirkungs-Kurve ohne Amitriptylin betrug -7,13 + 0,15 (n=6) und verdnderte

sich unter 10 uM Amitriptylin mit -7,21 + 0,47 (n=6) nicht.

Bei der WT-Kontrollgruppe betrug die Erschlaffungszeit der Praparate in der Ausgangslage
30,12 + 1,16 ms (n=8) und 30,31 *+ 1,45 ms (n=8) nach Gabe von 10 uM Amitriptylin und der
30-miniitigen Aquibrilierungsphase. Am Ende der Histamin Konzentrations-Wirkungs-Kurve
zeigte sich mit 28,97 + 0,83 ms (n=8) beziehungsweise unter 10 pM Amitriptylin mit 27,44 +
0,65 ms (n=8) kein Unterschied zur Ausgangslage. Zum Ende des Versuchs erfolgte der
Nachweis der B-adrenergen Stimulierbarkeit des Praparates mittels 10 uM Isoprenalin,

worunter die Erschlaffungszeit 28,25 + 1,02 ms (n=8) betrug.

4.3.4 Herzfrequenz

Die Frequenz der spontan schlagenden H,-TG rechten Vorhofpraparate in Ausgangslage ohne
Amitriptylin betrug 198,37 + 25,36 bpm (n=5). Am Ende der Histamin Konzentrations-
Wirkungskurve betrug die Frequenz 360,12 = 7,87 bpm (n=5). Der pECso-Wert der Histamin
Konzentrations-Wirkungs-Kurve betrug ohne Amitriptylin -6,95 * 0,20 (n=5). Unter 10 uM
Amitriptylin und nach der Aquibrilierungszeit zeigten simtliche Prdparate anhaltende
Arhythmien und teils komplette Asystolien. Somit war eine Auswertung der Herzfrequenz
unter Amitriptylin nicht moéglich. Daher kann weder ein pECso-Wert noch eine Verschiebung

der Histamin Konzentrations-Wirkungs-Kurve zu hoheren Konzentrationen ermittelt werden.

Bei der WT Kontrollgruppe betrug die Herzfrequenz in der Ausgangslage 288,25 + 37,43 bpm
(n=8) und am Ende der Histamin Konzentrations-Wirkungs-Kurve zeigte sich mit 302,96 + 37,92
bpm (n=8) kein Unterschied zur Ausgangslage. Nach der Gabe von 10 puM Amitriptylin
entwickelten samtliche Praparate starke Arhythmien oder eine Asystolie.

Tab. 4

Zusammenfassung der kontraktilen Parameter von H,-TG-Vorhofpréparaten unter 10 uM

Amitriptylin
*: p < 0,05 vs. ohne Amitriptylin; #: p < 0,05 Verschiebung des ECso-Werts

Kontrolle 10 MM | 10 MM | 10 UM
Histamin Amitriptylin Histamin + 10
uM
Amitriptylin
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Kontraktionskraft (mN, n=6)* | 2,93 +0,38 | 5,17+0,95 | 1,89 +0,26* 4,33+0,77
Kraftanstiegs- 201,87 +|382,50 + | 130,07 +| 313,94 +
geschwindigkeit (mN/s, | 27,44 66,76 19,41* 54,12
n=7)*
Relaxations-geschwindigkeit | -99,07 +|-205,76 +|-74,80 +|-191,78 *
(mN/s, n=6)* 15,13 26,68 14,62* 29,83
Anspannungszeit (ms, n=8)* | 12,51 + 111,20 + 112,65 + | 11,56 *
0,15 0,15 0,24 0,15
Erschlaffungszeit (ms, n=6) 28,78 + | 25,49 + | 27,54 * | 26,46 +
1,21 0,86 0,84* 0,81
Herzfrequenz (bpm, n=5) 198,37 + (360,12 | X X
25,36 7,87

4.4 Kraftentwicklung an menschlichen Praparaten

Die Kontraktionskraft bei den menschlichen Proben betrug in der Ausgangslage 5,57 + 0,63 mN
(n=4) und stieg unter 10 uM Histamin auf 8,20 + 1,01 mN (n=4) an. Nach Gabe von 10 uM
Amitriptylin lag die Kraftentwicklung in Ruhe bei 5,06 + 1,09 mN (n=4) und erh6hte sich am
Ende der Konzentrations-Wirkungs-Kurve auf 4,71 £ 1,32 mN (n=4). Nach Applikation von 10
UM Isoprenalin verdnderte sich die Kraftentwicklung mit 4,33 + 0,41 mN (n=4) nicht
wesentlich. Nach Gabe von 100 uM Isoprenalin stieg die Kraftentwicklung jedoch auf 5,88 +
1,39 mN (n=4) an. Betrachtet man die Kraftentwicklung nun als relativen Kraftzuwachs (AF)
betrug die Ausgangslage ohne Amitriptylin 0 mN und stieg am Ende der Histamin KWK auf 2,63
+ 0,63 mN (n=4) an. Unter 10 uM Amitriptylin betrug der relativen Kraftzuwachs am Ende der
Histamin Konzentrations-Wirkungs-Kurve -0,35 + 0,85 mN (n=4). Unter 10 uM Isoprenalin
zeigte sich mit -1,55 + 0,30 mN (n=4) keinen Kraftanstieg unter 100 uM Isoprenalin mit 1,32
2,43 mN (n=4) jedoch schon. Hier zeigte sich, dal die positiv inotrope Wirkung von 10 uM
Histamin noch nicht in der Lage ist die negativ inotrope Wirkung von 10 mM Amitriptylin
auszugleichen (Abb. 15). Bei den menschlichen Proben zeigte sich innerhalb des aus Griinden
der Vergleichbarkeit gewdahlten Bereiches der Histamin Konzentrationswirkungskurve kein
Erreichen eines Plateaus, welches die maximale Kraftentwicklung anzeigen wiirde. Somit
lieRen sich keine pECso-Werte berechnen und es konnte auch keine Verschiebung der Kurve

analysiert werden.

40



10- - Kontrolle

*
-# Mit 10uM Amitriptylin
81 *
Z A
£ 6
“c‘:é #
¥ 44
2-
0-
Ctr 9 8 7 6 5
Histamin (-log[M])
67 -= Ohne Amitriptylin
-# Mit 10 uM Amitriptylin *

Kraft (AmN)

-4-
Ctr 9 8 7 6 5
Histamin (-log[M])
Abb. 15
Kraftentwicklung humaner Vorhofprdparate (n=4) unter einer Histamin KWK ohne und mit 10
UM Amitriptylin. #: p < 0,05 vs. ohne Amitriptylin; *: p < 0,05 vs. Ctr. (vor KWK)
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4.5 Phospholamban-Phosphorylierung

Der Quotient von an Serin 16 phosphoryliertem Phospholamban zu der Beladungskontrolle
Calsequestrin (PLB Ser16/CSQ) betrug bei den WT-Praparaten unter 10 uM Histamin 1,40 *
0,17 (n=4). Fir die Praparate der H,-TG-Tiere unter 10 uM Histamin betrug der Quotient 10,15
+ 1,71 (n=6) und bei den transgenen Tieren unter 10 uM Histamin und 10 pM Amitriptylin
betrug er nur noch 4,05 + 1,43 (n=4, Abb. 16). Die Mittelwerte der drei Gruppen wurden
mittels einer ANOVA verglichen und es konnte ein signifikanter Unterschied (p < 0,05)

nachgewiesen werden (Abb. 17).

PLB Serl6 ——|

WT +

TG + +
Histamin + + +
Amitripytin +

Abb. 16
Western-Blot: Links WT mit Histamin; in der Mitte H»-TG mit Histamin; Rechts H,-TG mit
Histamin und 10 uM Amitriptylin

1514 * *
o
(%) |
O 104
S
i
@
0
g 9 |
o
—
n=6 n=6 n=
0 T T T
Abb. 17
Quotienten PLB Ser16/CSQ: Links WT mit Histamin; in der Mitte H>-TG mit Histamin; Rechts H-
TG mit Histamin und 10 uM Amitriptylin; *:p<0,05
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5 Diskussion
5.1 Diskussion der Methoden

Das verwendete Mausmodell zeigt eine Uberexpression des Histamin-H,-Rezeptors in
Herzmuskelzellen. Das Problem hierbei ist, dall keine genaue Aussage Uber die Quantitat der
Expression und Rezeptordichte getroffen werden kann. Dies liegt daran, daR aktuell keiner der
kommerziell verfliigbaren Antikorper gegen diesen Rezeptor flr den Nachweis geeignet ist.
Jedoch zeigte sich in den Versuchen zur Modelletablierung, dall die maximal entfaltete
inotrope und chronotrope Wirkung nach Histamingabe derselben Intensitdit wie einer
maximalen Stimulation der B-Rezeptoren entspricht (diskutiert in Gergs et al. 2019a). Dies
deckt sich mit den Ergebnissen dieser Arbeit, bei denen die Gabe von 10 uM Isoprenalin am
Ende der Histamin KWK bei den transgenen Tieren keine weitere positiv inotrope und
chronotrope Wirkung erzeugte. Dies spricht fiir eine Uberexpression des Histamin-H,-Rezepors
im Vergleich zu dem Expressionsmuster bei dem menschlichen Herz, da hier normalerweise
nur durch Betaadrenozeptoren eine maximale inotrope Wirkung hervorgerufen wird. Durch
Histamin-H,-Rezeptoren wird typischerweise am gesunden menschlichen Herz nur eine

submaximale positiv inotrope und chronotrope Wirkung hervorgerufen (Bristow et al. 1982).

Bei jeder experimentellen Arbeit muss die Anzahl der verwendeten Tiere diskutiert werden. Es
gilt immer eine Abwadgung zwischen Ethik und Tierschutz auf der einen Seite und einer
moglichst hohen Validitdt auf der anderen Seite zu treffen. Es ldsst sich jedoch immer
argumentieren, daR eine hohere Zahl an Versuchstieren zu valideren Ergebnissen filihren

wirde. Dies ist aber im Rahmen des Tierschutzes nicht unbegrenzt moglich.

Die Berechnung der Verschiebung der Kurven zu hoheren Konzentrationen wurde anhand der
ECso Werte bei einem zugrunde gelegten sigmoidalen Verlauf der
Konzentrationswirkungskurven vorgenommen. Um eine maximal hohe Genauigkeit bei der
Berechnung zu erreichen ist ein groRes Plateau zu Beginn und am Ende der Kurve notig, sowie
moglichst viele unterschiedliche Konzentration zwischen den Plateaus (Goutelle et al. 2008). Es
lassen sich bei dem Versuchsaufbau jedoch nicht beliebig viele Pipettierzeitpunkte einbauen,
da mit jedem zusatzlichen Zeitpunkt die Versuchsdauer entsprechend steigt. Das ist nicht nur
beziiglich der Praktikabilitat kritisch zu sehen, sondern vor allem auch in Bezug auf die Qualitat
der Vorhofprdparate. Mit zunehmender Versuchsdauer setzten Erschlaffungsprozesse der
Praparate ein, welche ebenfalls Einfluss auf die gemessenen Werte nehmen und sie somit

verfalschen.
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Bei der Reproduktion der Versuche an menschlichen Praparaten lassen sich zwei Punkte
anbringen. Erstens gilt auch hier wieder, daR eine héhere Anzahl an Praparaten fiir eine
hohere Validitat sorgen wiirde. Jedoch sind menschliche Prdparate nur sehr begrenzt
verfligbar. Zweitens lagen uns nur menschliche Vorhofprdparate vor. Aufgrund der
unterschiedlichen Verteilung und Wirkung der Rezeptoren am menschlichen Herz (Matsuda et
al. 2004) wéare auch eine Analyse des Verhaltens von Ventrikeln von grofem Interesse.
Weiterhin ldsst sich an isolierten atrialen Muskelproben die chronotrope Wirkung nicht

erforschen, da hierfiir ein intaktes Sinusknotenpraparat notig ist.

5.2 Diskussion der Ergebnisse
5.2.1 Rechte Vorhofe

In samtlichen Versuchen an WT-Prdparaten zeigte sich unter schrittweiser Erhéhung der
Histamin Konzentration kein positiv chronotroper Effekt. Dies deckt sich mit den Erkenntnissen
aus friheren Verdéffentlichungen, in denen gezeigt wurde, daR im murinen Herzen keine
funktionellen Histamin-H,-Rezeptoren vorhanden sind. Die Gabe von Histamin fiihrte im
Gegensatz dazu an den H,-TG-Prdparaten zu einem positiv chronotropen Effekt (Gergs et al.
2013, 2019a, 2020). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daR an den rechten
Vorhofpraparaten der transgenen Tiere die Gabe von Amitriptylin konzentrationsabhangig zu
einer Verschiebung der Histamin KWK zu hdheren Konzentrationen fiihrt. Dies zeigt den
kompetitiven Antagonismus von Amitriptylin an den humanen Histamin-H,-Rezeptoren im

Sinusknoten der transgenen Tiere.

5.2.2 Linke Vorhofe

Die linken WT Vorhofprdparate zeigten ebenfalls keinen Effekt auf die Histamin KWK. Dies
deckt sich erneut mit dem Wissen, daR in murinen Vorhofen keine funktionellen Histamin-H,-
Rezeptoren exprimiert werden und bisherigen Veréffentlichungen diesbeziiglich. Weiterhin
flihrte Histamin zu einer Steigerung der kontraktilen Parameter bei den H,-TG Prédparaten, wie
bereits beschrieben (Gergs et al. 2013, 2019a, 2020). Es konnte in dieser Arbeit erstmals
gezeigt werden, dall Amitriptylin zu einer Verschiebung der Histamin Konzentrations-
Wirkungskurven zu hoheren Konzentrationen bei H,-TG fiihrt. Dies zeigt, dalR Amitriptylin eine
antagonistische Wirkung an den humanen Histamin-H;-Rezeptoren im linken Vorhof der

transgenen Tiere entfaltet und so Einfluss auf die kontraktilen Parameter nimmt.
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Unter samtlichen Konzentrationen von Amitriptylin zeigte sich initial ein negativ inotroper
Effekt. Dies lieBe sich durch die Blockade von Natriumkandlen durch Amitriptylin erklaren, da
der niedrigere intrazellulare Natrium Gehalt zu einer Aktivierung der Natrium-Calcium-
Austauscher (NCX) fihren wirde (Oravecz et al. 2018). Der Transport von Natrium in die Zelle
mit gleichzeitigem Transport von Calcium aus der Zelle fihrt zu einem negativ inotropen
Effekt. Dieser Mechanismus ist auch einer der Griinde, weshalb Antiarrhythmika der Klasse |
bei Patienten mit Herzinsuffizienz kontraindiziert sind. Es konnte bereits gezeigt werde, daR
trizyklische Antidepressiva wie Amitriptylin eine Blockade an Natrium Kanalen verursachen
(Dick et al. 2007). Eine Alternative oder auch synergistische Erklarung kénnte die Blockade von
L-Typ Calcium-Kanalen sein. Eine solche Blockade fiihrt ebenfalls zu einem negativ inotropen
Effekt. Es konnte an isolierten Kardiomyozyten von Ratten gezeigt werden, da Amitriptylin
mit einem EC-50 Wert von 23,2 uM kardiale L-Typ Calcium-Kanéle blockiert (Zahradnik et al.
2008).

Es ist bereits beschrieben worden, daR Histamin zu einem positiv inotropen Effekt und der
Verkiirzung von kontraktilen Parametern wie der Kontraktions- und
Relaxationsgeschwindigkeit, sowie der Anspannungs- und Erschlaffungszeit in den H,-TG-
Mausen fihrt (Gergs et al. 2019a, Binter 2020). In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt
werden, daR Amitriptylin diese Effekte konzentrationsabhangig signifikant abschwacht mit
Ausnahme der Erschlaffungszeit. Bei der Relaxationsgeschwindigkeit und der Anspannungszeit
trat diese Verschiebung zu héheren Konzentrationen erst bei héheren Konzentrationen von

Amitriptylin auf.

5.2.3 Menschliche Praparate

Im Sinne eines translationalen Forschungsansatzes wurden die Versuche an menschlichen
Praparaten wiederholt und dabei beispielhaft die Kraftentwicklung untersucht, um die
Auswirkungen auf die endogenen Histamin-H,-Rezeptoren zu untersuchen. Uber den positiv
inotropen Effekt von Histamin am menschlichen Herzen wurde schon vielfach berichtet
(Neumann et al. 2021). Aber die hier vorliegende Arbeit zeigt erstmals, dal dieser Effekt durch
Amitriptylin abgeschwacht wird. Dies deckt sich mit den Ergebnissen an den isolierten
Vorhofpraparaten von H,-TG und ist ein Beleg fiir die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den

Menschen und ein Zeichen fiir die Eignung unseres Maus-Modells.

Ein weiteres interessantes Ergebnis war, dal’ hohe Konzentrationen von Isoprenalin wie 100

KM notig gewesen sind, um in Anwesenheit von 10 uM Amitriptylin einen positiv inotropen
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Effekt auszulosen. Dies deckt sich mit friiheren Ergebnissen, welche beispielsweise an murinen
Astrozyten eine Blockade von B-Adrenozeptoren durch Amitriptylin zeigten (Richardson und
Hertz 1983). Weiterhin zeigte eine Studie an isolierten Herzen von Ratten, daR die von
Amitriptylin ausgeloste QRS-Zeit-Verlangerung unter anderem Uber eine Blockade der B-

Adrenozeptoren bewirkt wird (Akgun Arici et al. 2009).

5.2.4 Western Blot-Ergebnisse

Der nach Amitriptylingabe verminderte Phosphorylierungszustand des Phospholambans zeigt
an, daB die Abschwéachung der Wirkung des Histamins durch Amitriptylin sehr wahrscheinlich
auf einer Blockade des Histamin-H»-Rezeptors beruht. Durch die Bindung von Histamin an
Histamin-H,-Rezeptoren wird die PKA aktiviert, welche PLB ausschlieBlich an Serin 16
phosphoryliert (Simmerman et al. 1986, Gergs et al. 2019a). Dies fihrt zu der erhdhten
Konzentration von phosphoryliertem PLB bei den transgenen Tieren unter 10 uM Histamin,
welche bereits beschrieben wurde (Gergs et al. 2020). Die reduzierte Menge von
phosphoryliertem PLB bei den mit Amitriptylin behandelten Prdparaten zeigt, dafl hier
eventuell eine geringere Aktivitdt der PKA und somit eine Blockade des Histamin-H,-Rezeptor

Signalweges vorliegt.

5.3 Fazit

Zusammenfassend konnte in dieser hier vorgelegten Arbeit zum ersten Mal gezeigt werden,
daB Amitriptylin einen antagonistischen Effekt an kardialen humanen Histamin-H,-Rezeptoren
entfaltet und somit eine Auswirkung auf die kontraktilen Parameter hat, welche durch
Stimulation dieses Rezeptors moduliert werden. Es wurde an isolierten Vorhofpraparaten von
transgenen Tieren mit Uberexpression des humanen Histamin-H,-Rezeptors eine
konzentrationsabhangige Verschiebung der Histamin-Konzentrationswirkungskurve zu
héheren Konzentrationen durch Amitriptylin nachgewiesen. Bei den Wildtypmausen, welche
als Kontrollgruppe dienten, konnte aufgrund fehlender funktioneller Histamin-H,-Rezeptoren
keine Verschiebung der Kurve zu héheren Konzentrationen beobachtet werden. Jedoch zeigte
Amitriptylin in dieser Gruppe, wie auch bei den transgenen Tieren, einen geringen negativ
inotropen Effekt. Auch zeigte sich eine zunehmende Rate an Arrhythmien unter héheren
Amitriptylin Konzentrationen, was den proarrhythmischen Effekt dieses Pharmakons

unterstreicht. Aufgrund dieser gesteigerten Rate an Arrhythmien war es nicht moglich die
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Herzfrequenz unter 10 pM Amitriptylin zu untersuchen. Durch eine Analyse der
Phosphorylierung des Phospholambans an Serin 16 wurde nachgewiesen, dal} die gemessenen
Veranderungen Uber den Histamin-H,-Rezeptor vermittelt werden. Der reduzierte Anteil an
phosphoryliertem Phosopholamban unter Amitriptylin im Vergleich zu einer reinen Histamin
Gabe zeigt, daBR die Verschiebung der Konzentrations-Wirkungskurven zu hoheren

Konzentrationen auf eine Blockade des Histamin-H,-Rezeptors zurlickzufiihren ist.

5.4 Klinische Bedeutung und Ausblick

Die Praparate der rechten Vorhofe zeigten zunehmend Arrhythmien mit steigenden
Konzentrationen von Amitriptylin. Dies ist eine wichtige Nebenwirkung des Medikaments im
klinischen Alltag und schlagt sich nieder in der Empfehlung dieses Pharmakon nicht mit
anderen Medikamenten zu kombinieren, welche ebenfalls eine Verlangerung des QT-Intervalls
provozieren. Es wurde in diesem Zusammenhang auch schon auf das haufigere Auftreten von
Arrhythmien bei der Kombination von Amitriptylin mit dem H;-Antihistaminikum Cimetidin
hingewiesen (Curry et al. 1985). Diese Arbeit zeigt, daR Amitriptylin selbst nun in die Klasse der

Antihistaminika gezahlt werden sollte.

Auch konnte der negativ inotrope Effekt von Amitriptylin in dieser Arbeit reproduziert werden.
Diese unerwiinschte Wirkung stellt besonders fiir Patienten mit einer hohergradigen
Herzinsuffizienz eine Gefahr dar und muss beim Einsatz dieses Medikaments beachtet werden,
besonders in einer Kombination mit anderen ebenfalls negativ inotropen Substanzen.
Besonders in Bezug auf B-Adrenozeptor-Antagonisten sollte bericksichtigt werden, daR die
kombinierte Blockade von B-Adrenozeptoren und Histamin-H,-Rezeptoren eine Hemmung
derselben intrazellularen Signalkaskade verursacht und somit synergistisch wirken kann. In
diesem Zusammenhang sei auch noch die interessante Beobachtung erwahnt, dal unter 10
UM Amitriptylin eine Konzentration von 100 uM Isoprenalin an humanen Proben nétig war,
um einen positiv inotropen Effekt auszulésen. Die klinische Relevanz dieser Entdeckung ist
aktuell noch spekulativ und bietet einen moglichen Ansatz fir zukiinftige klinische

Untersuchungen.

Ein Nachteil des Amitriptylins liegt darin, dal} es 6fters auch in suizidaler Absicht iberdosiert
eingenommen wird (Henry 1997). Die Studienlage beziglich toxischer Konzentrationen von
Amitriptylin ist zum jetzigen Zeitpunkt noch schwach, jedoch zeigte eine Analyse von suizidalen
Patienten in Finnland bezilglich der Plasmakonzentration von Amitriptylin einen Median von

12,6 uM (Koski et al. 2005). Somit haben die Ergebnisse dieser Arbeit durchaus toxikologische
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Relevanz. Die hochste therapeutische Dosierung von Amitriptylin bei psychiatrischen Patienten
unterscheidet sich mit 637 nM nicht groR von der hier getesteten Dosierung von 1 pM
(Baumann et al. 2004). Somit sollten geringe Effekte der Histamin-H,-Rezeptor Blockade,
welche diese Arbeit untersucht, auch bei sachgerechter Dosierung auftreten (Kerr et al. 2001).
Die Metabolisierung von Amitriptylin lduft vorwiegend in der Leber mittels CYP2D6 ab, jedoch
spielen auch andere Cytochrom P450 Enzyme bei dem Abbau eine Rolle. Zu nennen sind hier
noch CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4 und CYP3A5 (Samer et al. 2013). Medikamente,
welche den Abbau von Amitriptylin beeintrachtigen, beispielsweise durch Konkurrenz um
CYP2D6, koénnten somit selbst bei niedriger Dosierung von Amitriptylin eine Intoxikation
verursachen (Forget et al. 2008). Des Weiteren kann es auch zu solchen Intoxikationen
aufgrund genetischer Polymorphismen bei den Cytochrom P450 Enzymen mit

unterschiedlichen  Metabolisierungsaktivititen = kommen (Hiemke et al. 2018).
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6 Zusammenfassung

Bei Histamin handelt es sich um ein Monoamin, welches fast ubiquitar im Saugetier-Korper
vorkommt. Histamin wirkt nach heutigem Kenntnisstand (iber vier Rezeptoren: die Histamin-
Rezeptoren-Hi.4. Es nimmt auch entscheidenden Einfluss auf kardiale Parameter wie Inotropie
und Chronotropie. Amitriptylin ist ein trizyklisches Antidepressivum, welches seine
antidepressive Wirkung primar Uber die Wiederaufnahmehemmung von Serotonin und
teilweise auch Noradrenalin im synaptischen Spalt entfalten soll. Es bindet auch an viele
andere Rezeptoren, unter anderem an den Histamin-H,-Rezeptor. Diese Arbeit untersucht,
inwiefern sich diese Blockade des Histamin-H,-Rezeptors auf die kontraktilen Parameter von
Vorhofpraparaten auswirkt. Dazu wurden transgene Miuse mit Uberexpression des humanen
Histamin-H,-Rezeptors verwendet. Wildtyp-Mause ohne Expression funktioneller kardialer
Histaminrezeptoren dienten als Kontrollgruppe. An isolierten spontan schlagenden rechten
und elektrisch stimulierten linken Vorhofpraparationen wurde eine Histamin-
Konzentrationswirkungskurve von 10 nM bis 10 uM durchgefiihrt. Bei den transgenen Tieren
zeigte sich darunter eine Zunahme der Herzfrequenz, Kraftentwicklung, Kraftanstiegs- und
Relaxationsgeschwindigkeit, sowie eine Abnahme der Anspannungs- und Erschlaffungszeit.
Daraufhin wurde das Histamin aus den Organbadern ausgewaschen und 1 uM, 3 uM
beziehungsweise 10 puM Amitriptylin wurden hinzugegeben. Nach einer Phase der
Aquibrilierung wurde die Histamin-Konzentrationswirkungskurve wiederholt. In diesen
Versuchen konnte eine konzentrationsabhangige Verschiebung der Kurven durch Amitriptylin
zu hoheren Konzentrationen von Histamin anhand der ECsp-Werte bei den kontraktilen
Parametern gezeigt werden. Die ausgepradgte proarrhythmische Wirkung von Amitriptylin
flihrte unter 10 uM zu persistierenden Arrhythmien oder Asystolien bei samtlichen rechten
Vorhofpraparaten, womit eine Analyse der Herzfrequenz unter diesen Bedingungen nicht
moglich war. Der Versuch wurde an humanen Praparaten unter 10 uM Amitriptylin wiederholt
und die Kraftentwicklung wurde analysiert, um die Translation der Ergebnisse auf den
Menschen zu Uberprifen. Hier zeigte sich ebenfalls eine Abschwéachung der Kraftentwicklung

unter Amitriptylin.

Es wurde ferner der Phosphorylierungszustand des Phospholambans an seiner 16.
Aminosaure, und zwar Serin, mittels eines spezifischen Antikérpers im Western Blot analysiert.
Es wurden Proben von Wildtyp-Mausen verglichen mit transgenen Praparaten unter 10 uM
Histamin und unter 10 uM Histamin plus 10 uM Amitriptylin. Es zeigte sich bei den transgenen
Tieren eine deutliche Histamin-bedingte Zunahme der Phosphorylierung des Phospholambans

auf Serin 16, welche unter 10 uM Amitriptylin abgeschwacht wurde. Somit konnte gezeigt
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werden, dald die gemessenen Veranderungen der kontraktilen Parameter intrazellular auch

Uber Phospholamban-Phosphorylierung vermittelt wurden.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dal Amitriptylin als
Antagonist an kardialen humanen Histamin-H,-Rezeptoren wirkt und darlber
konzentrationsabhdngig die kontraktilen Muskel-Parameter beeinflusst, welche durch

Stimulation dieses Rezeptors moduliert werden.

Amitriptylin wird auch in suizidaler Absicht von Patienten Uberdosiert. Dabei werden
Plasmakonzentrationen erreicht, welche den hier untersuchten Werten entsprechen oder sie
sogar Ubertreffen. Weiterhin wird es in der Leber primar iber CYP2D6 abgebaut und es gibt
zahlreiche Pharmaka im klinischen Alltag, welche als Substrat um dieses Enzym konkurrieren.
Somit kann es durch eine Hemmung des Abbaus von Amitriptylin bereits unter
therapeutischen Dosierungen zu den in dieser Arbeit gefundenen und toxikologisch relevanten

Effekten auf das Herz des Menschen kommen.
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8 Thesen

1. Histamin bewirkt an Herzvorhéfen von Wildtypmausen (WT) keine Veranderungen der

kontraktilen Parameter.

2. Histamin verursacht an transgenen Tieren (H»-TG) mit Uberexpression des humanen
Histamin-H,-Rezeptor eine Zunahme der Herzfrequenz, Kraftentwicklung, Kraftanstiegs-
und Relaxationsgeschwindigkeit, sowie eine Abnahme der Anspannungs- und

Erschlaffungszeit.

3. Amitriptylin bewirkt an H,-TG-Vorhofen eine konzentrationsabhangige Verschiebung
der Konzentrationswirkungskurven zu hoheren Konzentrationen fir die oben genannten

kontraktilen Parameter
4, Amitriptylin senkt den Anteil des an Serin-16 phosphorylierten Phospholambans

5. Amitriptylin bewirkt einen funktionell kompetitiv antagonistischen Effekt am humanen

Histamin-H,-Rezeptor

6. Die abgeschwachte Histamin Wirkung durch Amitriptylin lasst sich auch an humanen,

elektrisch gereizten Vorhofpraparaten nachweisen
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