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Anmerkungen

Auf den Seiten 16-35 ist die Publikation mit dem Titel ,Protective effects of Gai; deficiency in a murine
heart-failure model of Bi-adrenoceptor overexpression” abgedruckt.

Der Artikel wurde am 16. Oktober 2023 in dem Journal ,Naunyn-Schmiedeberg's Archives of
Pharmacology” online veroffentlicht.

Die Publikation ist online unter https://doi.org/10.1007/s00210-023-02751-8 einsehbar.

Im Folgenden ist regelhaft von einem Ga;-Mangel die Rede. Dabei handelt es sich um einen absoluten

Mangel im Sinne eines globalen Knockout-Modells.

Der im Text verwendete Begriff ,Signifikanz/ signifikant” wurde gewahlt bei einem Signifikanzniveau

von a = 0.05, bzw. wenn p < 0.05.
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1. Zusammenfassung

Hintergrund und Ziele: In einem durch PBi-Adrenozeptor (Bi-AR) Uberexpression vermittelten
Mausmodell der Herzinsuffizienz war das Fehlen von Gaj; in einer Vorgangerstudie mit schadlichen

Effekten assoziiert.*®

Aufgrund einer zunehmenden Evidenz hinsichtlich Isoform-spezifischer
Funktionen der inhibitorischen G-Proteine (Gai) war das Ziel unserer aktuellen Studie, die Rolle und
Auswirkungen eines (absoluten) Gais-Mangels in diesem etablierten Modell der Herzinsuffizienz zu
evaluieren und inhibitorische G-Proteine als potentielles therapeutisches Target zu identifizieren.>!
Methoden: Es wurden Maiuse mit Bi-AR Uberexpression (Bi-tg), Bi-tg Mause mit zusatzlich
komplettem Gais-Mangel (B1-tg/Gais”"), C57BL/6 Wildtypen und Mause mit alleinigem, globalen Gas-
Knockout (Gais”) miteinander verglichen und jeweils im Alter von 300 Tagen und 550 Tagen
untersucht. Dabei wurden kardiale Funktionsparameter in vivo, Hypertrophie- und Fibrosemessungen,
Expressionslevel auf mRNA- und Protein-Ebene, Proteom- sowie Uberlebensdaten analysiert.
Ergebnisse: Im Alter von 300 Tagen waren die Herzfunktion und das Uberleben in allen Gruppen
dhnlich. Im Alter von 550 Tagen zeigten die B:-tg, jedoch nicht die Bi-tg/Gais” Méuse, eine signifikant
reduzierte ventrikuldre Herzfunktion (z.B. linksventrikuldre Ejektionsfraktion [EF]: 35 + 18% vs. 52 +
16%; p < 0.05) verglichen mit dem Wildtyp (59 + 4%) und den Gois” Mausen (60 + 5%). Die EF war bei
den PBi-tg/Gaiz” Mausen signifikant hoher als bei den Pi-tg Tieren. Auch eine diastolische
Funktionsstérung wurde in den Bi1-tg/Gaiz” Mausen im Vergleich zu den Bi-tg Tieren verhindert. Ein
Anstieg des Biomarkers ANP auf mRNA-Ebene sowie eine ventrikulare Fibrose in den Herzen von Bi-tg
Mausen waren signifikant reduzierter ausgepragt in B1-tg/Gois” Mausen. Die Transkriptionslevel von
Phospholamban, des Ryanodinrezeptors 2 und kardialem Troponin | waren in allen Gruppen dhnlich.
In Bi-tg, jedoch nicht in Bi-tg/Gais” Ventrikeln, war die Expression von Phospholamban auf
Proteinebene erniedrigt, wihrend die Phosphorylierung erhéht war. Das Uberleben der B:-tg Miuse
war relevant verkirzt, jedoch bei den Tieren signifikant verlangert, wenn zusatzlich Gay; fehlte (95%-
Cl: 592-655 vs. 644-747 Tage; p < 0.05).%

Schlussfolgerung: Ein Gai-Mangel verlangsamt oder verhindert sogar die Entwicklung einer
Herzinsuffizienz in Bi-tg M&usen und zeigt sich hier vorteilhaft.? Da demgegeniiber im gleichen
Herzinsuffizienzmodell ein Gai,-Mangel eine eingeschrankte kardiale Funktion vielmehr aggraviert und
dies mit einer erhohten Mortalitdt vergesellschaftet ist, deuten unsere Ergebnisse darauf hin, dass
Isoform-spezifische Eingriffe in die Gi-abhdngige Signallibertragung eine vielversprechende kardio-

protektive Strategie und Therapieoption, insbesondere der Herzinsuffizienz, darstellen kénnten.*%!
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2. Einleitung

Kardiovaskuldre Erkrankungen sind mit Gber einem Drittel die Haupttodesursache in Deutschland,
insbesondere aufgrund einer stetig alternden Gesellschaft erlangen sie eine fortan grofere
Bedeutung.! Die Pravalenz der Herzinsuffizienz mit den dazugehérigen Hospitalisierungsraten und
Gesundheitsausgaben steigen kontinuierlich an, wahrend die Haufigkeit des plotzlichen Herztods auf
Basis eines akuten Herzinfarktes, bedingt durch eine Koronarokklusion, abnimmt.Z* Durch eine in den
letzten Jahren erreichte Reduktion der Herzinfarktletalitdit mit konsekutiv hdherer Anzahl an
Uberlebenden mit eingeschriankter Ventrikelfunktion sowie eine Verbesserung der Prognose nach
Erstmanifestation einer Herzinsuffizienz per se resultiert eine wachsende Erkrankungslast.? Insgesamt
belief sich die Pravalenz der Herzinsuffizienz in Deutschland im Jahr 2017 bei 3,4% mit exponentiellem
Anstieg im hdheren Alter.? In der Bevélkerung von 60-74 Jahren lag die durchschnittliche Pravalenz bei
5,6% und bei den (iber 85-Jdhrigen sogar bei 27,8%.% In Deutschland ist die Herzinsuffizienz die
hiufigste stationidre Aufnahmediagnose mit zunehmender Tendenz und hoher Mortalititsrate.>® Die
World Health Organisation (WHO) definiert Herzinsuffizienz als verminderte koérperliche Belastbarkeit
aufgrund einer ventrikuldren Funktionsstérung mit verringertem Herzzeitvolumen.” Dabei besteht
eine Dysbalance zwischen dem Sauerstoffbedarf des Organismus und dem tatsachlichen
Sauerstoffangebot als Folge einer inaddquaten kardialen Funktionsleistung.® Klassische Symptome als
Konsequenz der kardialen Dysfunktion sind u.a. Dyspnoe, Leistungsminderung und hydrope
Dekompensation mit Bildung von Odemen.” Die Atiologie der Herzinsuffizienz als komplexes klinisches
Syndrom ist heterogen und kann dabei aufgrund geographischer Determinanten variieren.® In den
westlichen Nationen sind die Koronare Herzerkrankung (KHK) und Arterielle Hypertonie (AHT) meist
ursdachlich, aber auch andere Faktoren wie beispielsweise Herzklappenerkrankungen, Erkrankungen
des Myo-, Endo- und Perikards sowie Arrhythmien kénnen als pathologischer Stimulus durch kardiale
Schidigung im Krankheitsbild einer Herzinsuffizienz resultieren.® Pathophysiologisch fiihren
Kompensationsmechanismen mittels vermehrter ADH-Ausschiittung, Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) und des Sympathikus zu einer voribergehenden
Verbesserung des Herzzeitvolumens und der Organperfusion.”!® Dies wird im Wesentlichen erwirkt
durch eine Erh6hung der Herzfrequenz/ Kontraktilitdt, eine Vasokonstriktion mit Blutdruckanstieg
sowie eine vermehrte Natrium- und Wasserretention.”'® Langfristig kénnen diese Mechanismen,
darunter auch eine (ibermaRige (chronische) Sympathikusaktivierung und Katecholaminausschittung,
zum (negativen) kardialen Remodeling fiihren, welches die Himodynamik und das kardiovaskulare
Outcome, bzw. die kardiale Prognose verschlechtert und die bestehende Herzinsuffizienz
aggraviert.”!° Diesen Circulus vitiosus gilt es therapeutisch zu adressieren. B-Adrenozeptor-

Antagonisten, in der klinischen Praxis besser bekannt unter dem Namen B-Blocker/ Betablocker, sind
12



essentieller Bestandteil einer addquaten medikamentdsen Herzinsuffizienz-Therapie, da sie

11,12 Der

unabhangig vom Patientenalter und -geschlecht mortalitatsreduzierend wirken.
kardioprotektive und vor B-adrenerger (Uber-) Stimulation schiitzende Effekt scheint in erster Linie auf
einer verminderten Gs-Protein vermittelten Signalkaskade zu beruhen (Abb. 1).2* Gs-Proteine sind via
direkter Rezeptorbindung unmittelbare Interaktionspartner der B;-Adrenozeptoren (B:-AR).*** Eine
Uberexpression von B1-AR fiihrt im Mausmodell zu einer schweren Herzinsuffizienz.®*” Zwar resultiert
auch eine Uberexpression an B2-Adrenozeptoren (B-AR) in einer relevanten Herzinsuffizienz, jedoch
ist hier ein signifikant hdheres AusmaR an Expression erforderlich.’® B,-AR binden sowohl an
stimulierende (Gs), als auch an inhibitorische (Gi) G-Proteine (Abb. 2).1* Es wird angenommen, dass
Gi-Proteine am Schutz vor (ibermaRiger B-adrenerger Stimulation bei der Herzinsuffizienz beteiligt sind
und somit protektiv wirken.'®2° B,-AR nachgeschaltete, Gi-Protein-vermittelte Signale haben sich als

anti-apoptotisch erwiesen.?

Bei Herzinsuffizienz ist das Expressionsniveau von Gs-Proteinen
unverdndert, wihrend dies der Gi-Proteine gesteigert ist.!*#?%7°81 Trotz augenscheinlicher
Unterschiede zwischen den B-Adrenozeptor-lsoformen hinsichtlich der G-Protein-Kopplung, scheinen
Gi-Proteine grundsatzlich sowohl die Bi- als auch die B;-adrenerge vermittelte Signalkaskade zu
beeinflussen.?*% Die Literatur ist uneinheitlich beziiglich eines postulierten Gi-Protein vermittelten
kardioprotektiven Effekts der B,-AR-Stimulation, bzw. wird von einigen Autoren die Annahme
angezweifelt, dass der Gi-Protein-Signalweg per se einen kardial schitzenden Effekt habe.?%® Im
Wesentlichen werden zwei Gaj-Isoformen, Gaj; und Gais, unterschieden, die im kardiovaskuldren
System exprimiert werden und dabei eine vergleichbare bis entgegengesetzte Wirkung zu haben
scheinen (Abb. 2).2%%° Hierbei wird augenscheinlich Gai; im Vergleich zu Gais quantitativ starker
exprimiert.>*° M3use mit globalem Gai- und Gais- Mangel zeigten keinen offensichtlichen kardialen
Phdnotyp in vivo und ex vivo.** In einem Infarktmodell mit induziertem myokardialen Ischimie-
Reperfusions-Schaden bei Mausen fiihrte das Fehlen von Gai; zu einer Aggravation des kardialen
Schadens, wohingegen das Fehlen von Gays vorteilhaft war.3> Die im geschadigten, bzw. insuffizienten
Myokard beobachtete vermehrte Gaj;-Expression kdnnte als kompensatorisch interpretiert werden,

wohingegen die Rolle von Gais unklar bleibt. 442

Fragestellung:

In einer vorausgegangenen Studie konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass das Fehlen von Ga; in
B:-transgenen (Bi-tg) Mausen mit schadlichen Effekten vergesellschaftet war.** Das Uberleben der
B:-tg/Gai,””Mause war im Vergleich zu Bi-tg, Gai,”” und Wildtyp- (C57BL/6J) Tieren erheblich reduziert
und sie zeigten eine signifikant eingeschrankte kardiale Funktion.*® Diese beobachteten Effekte traten
bereits in einem Alter der Tiere von 300 Tagen auf. * Zu dem Zeitpunkt waren die o.g.

Vergleichsgruppen dahingehend unauffillig.** Der kardiale Phinotyp Bi-tg Mause tritt in einem Alter
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von etwa 550 Tagen auf.**** Vor dem Hintergrund der vermeintlichen Ahnlichkeit der eng verwandten
Isoformen Gai; und Gays auf der einen Seite und den wiederum Isoform-spezifischen Funktionen auf
der anderen Seite untersuchten wir nun den Einfluss eines (absoluten) Gais-Mangels auf die kardiale
Funktion von Bi-tg M&usen.?! Insbesondere fragten wir uns hierbei, ob das Fehlen von Gaiz in Bi-tg
Mausen mit

a) einer darliber hinaus zunehmenden kardialen Einschrankung,

b) keinem spezifischen Effekt oder

c) sogar mit einem kardialen Benefit im Rahmen des Herzinsuffizienzmodells assoziiert sein

und damit als mégliches therapeutisches Target zu betrachten sein kdnnte.?

Zusatzlich sollten explorative Untersuchungen Hinweise auf die dem Gi-Protein vermittelten Signalling

zugrundeliegenden molekularen Mechanismen liefern.?

B-AR

extrazellular
Zellmembran

intrazellular

|

Effektor /
Second Messenger

l(Proteinkinase A)
Zielstruktur

Abbildung 1. Signaltransduktion G-Protein gekoppelter Rezeptoren am Beispiel des Beta-
Adrenozeptors. Beta-Adrenozeptoren (B-AR) gehéren zu der Gruppe transmembraner G-Protein
gekoppelter Rezeptoren, die Signale von extrazelluldr via G-Proteinen in das Zellinnere weiterleiten.®’
Ausloser der Signalkaskade sind im Fall der B-AR neuroendokrine Botenstoffe, die sogenannten

Katecholamine.®” Heterotrimere G-Proteine bestehen aus drei Untereinheiten (o-, B- und y-
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Untereinheit).5®%° Die teils von der By-Untereinheit dissoziierte a-Untereinheit bindet GDT/GTP mit
GTPase-Aktivitat und leitet als aktive Einheit die Signallbertragung tber Effektormolekiile und Second
Messenger weiter.®®% Auch eine Signalregulation iber die By-Untereinheit ist méglich. %8 Uber G-
Proteine erfolgt eine Signalweiterleitung, die in einer Phosphorylierung unterschiedlicher

intrazelluldrer molekularer Interaktionspartner/ Zielstrukturen miindet.5%°

B,-AR B,-AR

extrazellular
Zellmembran
intrazellular

Abbildung 2. Bindungen der B-Adrenozeptoren an G-Proteine sowie kardial relevante Ga;-Isoformen.
Bi-Adrenozeptoren binden an stimulierende G-Proteine (Gas), wohingegen B,-Adrenozeptoren sowohl
an stimulierende (Gas), als auch inhibitorische G-Proteine (Gai) binden.* Die im kardiovaskuliren
System wesentlich exprimierten Ga;-Proteine sind die Isoformen Gai; und Gas.2>3° Trotz struktureller
Ahnlichkeit dieser Isoformen gibt es vermehrt Hinweise hinsichtlich Subtyp-spezifischer Funktionen.?*

% Die exakten molekularen Mechanismen und Effekte sind bislang nicht ganzlich verstanden.
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Abstract

We have shown that in murine cardiomyopathy caused by overexpression of the p;-adrenoceptor, Go,-deficiency is detrimen-
tal. Given the growing evidence for isoform-specific Go;-functions, we now examined the consequences of Gay; deficiency
in the same heart-failure model. Mice overexpressing cardiac f,-adrenoceptors with (f;-tg) or without Gaoy;-expression
(Bl—tg/GocB_/ 7) were compared to C57BL/6 wildtypes and global Ga;;-knockouts (GocB_/ 7). The life span of ;-tg mice was
significantly shortened but improved when Gay; was lacking (95% CI: 592-655 vs. 644—747 days). At 300 days of age, left-
ventricular function and survival rate were similar in all groups. At 550 days of age, p,-tg but not §,-tg/Gat,; ™'~ mice displayed
impaired ejection fraction (35 + 18% vs. 52 + 16%) compared to wildtype (59 +4%) and GocB‘/ ~ mice (60+5%). Diastolic
dysfunction of f,;-tg mice was prevented by Gay; deficiency, too. The increase of ANP mRNA levels and ventricular fibrosis
observed in P;-tg hearts was significantly attenuated in Bl—tg/G(xi3_/ ~ mice. Transcript levels of phospholamban, ryanodine
receptor 2, and cardiac troponin [ were similar in all groups. However, Western blots and phospho-proteomic analyses showed
that in f,-tg, but not Bl—tg/G(xB_/ ~ ventricles, phospholamban protein was reduced while its phosphorylation increased. Here,
we show that in mice overexpressing the cardiac f8;-adrenoceptor, Gay; deficiency slows or even prevents cardiomyopathy
and increases shortened life span. Previously, we found Ga,, deficiency to aggravate cardiac dysfunction and mortality in the
same heart-failure model. Our findings indicate isoform-specific interventions into G;-dependent signaling to be promising
cardio-protective strategies.
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Introduction

Heart failure is a major cause of cardiovascular diseases
affecting at least 26 million people worldwide (Savarese
and Lund 2017). B-Adrenoceptor antagonists are a corner-
stone in the therapy of chronic heart failure because some
have been proven to reduce mortality independent of age
and gender of the patients (Kotecha et al. 2016, 2017).
Guarding the heart from (excessive) f-adrenergic stimu-
lation seems to be cardio-protective mainly by preventing
G,-protein mediated signalling (Baker 2014). G,-proteins
are the cognate interaction partners of §;-adrenoceptors
(Xiao et al. 1999; Seyedabadi et al. 2019). Overexpression
of B,-adrenoceptors (f,-AR) in murine hearts has been
shown to cause dilative cardiomyopathy leading to severe
heart failure (Engelhardt et al. 1999, 2001a). Although car-
diac overexpression of ,-adrenoceptors (f,-AR) also leads
to cardiac failure, a significantly higher level of overex-
pression is required (Liggett et al. 2000). B,-Adrenoceptors
couple to both G, and G; proteins (Xiao et al. 1999). G;
proteins are thought to be involved in the protection
against excessive -adrenergic stimulation in heart failure
(Brown and Harding 1992; El-Armouche et al. 2003), and
G;-protein-mediated signaling downstream from f,-AR
has been shown to be anti-apoptotic (Chesley et al. 2000).
Despite the differences between p-adrenoceptor isoforms
regarding G-protein coupling, it should be considered that
G; proteins seem to modulate both ;- and p,-adrenergic
signalling (Li et al. 2004; Martin et al. 2004; Melsom et al.
2014). It has to be mentioned that not all studies support
the idea of G; proteins mediating the cardio-protective
effects of f,-adrenoceptor stimulation (Xiao et al. 2003;
Ahmet et al. 2005) or of G;-protein signaling being cardio-
protective in general (Hussain et al. 2013). At least two
Gao;-isoforms, Goy, and Gays, are expressed in the car-
diovascular system, which have been shown to interplay
(Thompson et al. 2007) and to exhibit redundant but also
distinct functions (Gohla et al. 2007; Dizayee et al. 2011;
Plummer et al. 2012; Wiege et al. 2012, 2013; Kohler et al.
2014; Wang et al. 2014; Devanathan et al. 2015; Mau-
riac et al. 2017; Beer-Hammer et al. 2018). Of particular
interest, in a murine ischemia—reperfusion model, Kohler
et al. showed lack of Go;, to worsen cardiac damage while
lack of Gay; was beneficial (Kohler et al. 2014). Thus, the
increased Goy,-expression observed in failing myocardium
might be interpreted as compensatory, while the role of
Gay; remains unclear (Eschenhagen et al. 1992b; Kompa
et al. 1999).

In a previous study, we reported that lack of Ga;,
(Ga,, ™) had detrimental effects in B,-transgenic (B;-tg)
mice (Keller et al. 2015): survival of B,-tg/Ga;, '~ mice
was drastically shortened, and these animals showed a
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significantly impaired cardiac function. This occurred
already at an age of about 300 days, i.e., when p,-tg or
Gay, ™~ mice were unaffected in this regard. Considering
the unknown consequences of functional isoform redun-
dancy between the closely related Go;, and Goy; proteins
on the one hand and isoform-specific, distinct functions
on the other hand, we now examined the impact of Gy,
deficiency on cardiac function of f,-tg mice. In particular,
we asked whether the lack of Ga;; impairs heart function
of B,-tg mice, is not detrimental, or may even rescue from
B,-AR-induced cardiomyopathy.

We find Goy; deficiency to be cardio-protective in terms
of slowing down or even preventing the development of f;-
AR-induced cardiomyopathy. Together with previous find-
ings, our study indicates isoform-specific targeting of G-
protein-mediated signaling to be a promising novel strategy
to treat cardiovascular diseases. Parts of the data have
already been published as a conference abstract (Schroper
et al. 2020).

Methods
Mouse models

Mice with cardiac overexpression of the human p;-AR (f;-
tg) have been described earlier (Engelhardt et al. 1999). We
had backcrossed these FVB/N-based transgenic mice to a
C57BL/6 J background (Keller et al. 2015). In the current
study, B,-tg mice were crossbred with mice globally lack-
ing Gay; (Gohla et al. 2007), to produce ,-tg Go;;-deficient
mice (B,-tg/Gay; 7). Age-matched wildtype and Ga,;-
deficient (Gay;~/7) littermates served as controls. Animals
of both sexes were used for our study (sex distribution given
in table S1). We kept mice in individually ventilated cages
with a 12 h/12 h dark/light cycle and food and water ad libi-
tum. For genotyping, tail or ear clips from 3-week-old mice
were processed. Genomic DNA was prepared and genotyp-
ing PCR for Goy;; and the $,-AR was performed as described
previously (Dizayee et al. 2011; Keller et al. 2015). Ani-
mals were killed by cervical dislocation. Since, in a previ-
ous study, cardiac f;-AR overexpression on a C57BL/6 ]
background by itself had no effect on cardiac function or
survival at the age of 300 days (Keller et al. 2015), we chose
a second target age to address putative effects of Go;; defi-
ciency in f,-tg mice. Based on our own data and the report
of another group, we thus additionally analyzed animals at
the age of 550 days (Lee et al. 2015; Keller et al. 2015). The
responsible federal state authority approved animal breed-
ing, maintenance and experiments (Landesamt fuer Natur-,
Umwelt- und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen;
references: 84-02.05.20.12.294, 84—02.05.20.13.060, and
84-02.04.2016.A422). All animal experiments complied
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with the guidelines from Directive 2010/63/EU of the Euro-
pean Parliament on the protection of animals used for sci-
entific purposes.

Ventricle-to-body-weight ratio

Non-fasting mice were weighed directly before being killed.
Immediately after cervical dislocation, we removed the
heart, cut the atria and eliminated remaining intraventricu-
lar blood. We analyzed mice at an age of 304 +7 days and
at the second target age of 553 + 6 days, including mice just
examined by echocardiography.

Histology and histomorphometrical analysis
of fibrotic area

Only mice at the advanced age (553 + 3 days) were used for
this analysis. Cryo-Sects (6 pm thickness) were obtained
from excised hearts frozen in liquid nitrogen, fixed in
ice-cold acetone, subsequently immersed in Roti®-Histol
for 10 min at room temperature, and transferred to water
through descending concentrations of ethanol (100%, 96%,
75%). Staining was performed using a 0.1% solution of Sir-
ius Red F3BA in saturated aqueous solution of picric acid
for 45 min at 25 °C. Subsequently, slices were rinsed in 1%
acetic acid for 2 min. Sections were dehydrated in ascend-
ing concentrations of ethanol (75%, 96%, and 100%, each
1 min) and cleared in two stages in Roti®-Histol, 10 min
each. Sections were covered with Roti®-Histokitt mount-
ing medium (Carl Roth, Karlsruhe, Germany) and a glass
cover slip. After scanning the Picro Sirius Red sections with
the Keyence BZ-9000E microscope, images were taken at
mid-ventricular level (X 20 magnification), and interstitial
fibrosis was quantified as percentage of total tissue area in
the field of view. Planimetry was performed using a Keyence
BZ2-Analyser software using hybrid cell count algorithm
(Keyence, Osaka, Japan).

Echocardiography

Echocardiography was performed using the high-frequency
VisualSonics Vevo® 3100 Imaging System (Fujifilm) with a
MXS550D transducer (22-55 MHz; axial resolution: 40 um).
Mice were prepared and examined under light inhalation
anesthesia with oxygen and 1.5% isoflurane through a nose
cap. Chest and upper abdominal hair was shaved, and the
mice were placed on a warmed platform to maintain physi-
ological conditions. We monitored ECG, heart rate, core
temperature, and respiratory frequency. Systolic parameters
were obtained by using the B- and M-Mode in parasternal
long and short axis views of the left ventricle. Doppler flow
profiles were acquired to estimate the isovolumic relaxation
time (IVRT), an indicator of diastolic ventricular function.

We evaluated the ultrasound imaging data by working
with the software Vevo LAB (Fujifilm). Strain analyses
via Speckle Tracking were performed by using the Vevo
Strain Software (Fujifilm). Younger mice used for echocar-
diographic investigation were 303 +4, older 551 + 13 days
of age.

Survival analysis

Survival was analyzed by Kaplan—Meier estimation and log-
rank test. We defined a priori “spontaneous” death as the
event of interest, while being killed for any reason (e.g.,
organ removal) and survival at the end of the study were
considered censored events. Mice used for breading were
not included into the survival analysis. Total numbers of
mice included in our analysis were 408, 262, 157, and 82
for wildtype, B;-tg, Goy;~'~, and B,-tg/Ga; ™=, respectively.
Numbers of events of interest during the period of observa-
tion were 17, 52, 11, and 13, respectively.

Quantitative real-time PCR

Quantitative real-time PCR (qPCR) was used to reveal the
relative ventricular mRNA-expression levels of the G; iso-
forms Goy, (Gnai2) and Goy; (Gnai3), the cardiomyopathy
markers atrial natriuretic peptide ANP (Nppa) and brain
natriuretic peptide BNP (Nppb), and the phosphorylation tar-
gets of protein kinase A (PKA) ryanodine receptor 2 (Ryr2),
phospholamban (Pln), and troponin I (Tnni3). Ventricles
were stored at — 80 °C until mRNA-isolation. All procedures
were performed according to the manufacturer’s protocol
(QIAGEN, Hilden, Germany). The RNeasy® Fibrous Tis-
sue Kit (QIAGEN) was used to isolate the mRNA. Qual-
ity and quantity of the purified mRNA were controlled by
NanoDrop 8000 Spectrophotometer (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA). Reverse transcription was done by
using the QuantiTect® Reverse Transcription Kit (QIA-
GEN). All gPCRs were run in triplicates with the ORA™
gPCR Green ROX L Mix, 2X Kit (highQu). Primer pairs for
Gnai2, Gnai3, Nppa, Nppb, Ryr2, Pln, and Tnni3 have been
reported before (Dizayee et al. 2011; Wiege et al. 2012; Bai
et al. 2013; Keller et al. 2015) and are listed in Table S2. The
gene encoding 40S ribosomal protein S29 (Rps29) served
as a housekeeping gene (Figure S1). The qPCR was initi-
ated with incubation at 95 °C for 15 min. Next, 45 cycles of
denaturation were conducted at 95 °C for 15 s. Subsequently,
annealing at 60 °C for 25 s, and elongation at 72 °C for 10 s
were applied with a transition rate of 20 °C per second. A
melting curve analysis was performed at the end to control
the product purity at 64 °C for 1 min with a transition rate of
0.1 °C per second. Younger mice used for mRNA-analyses
were 301 +4, older 554 + 5 days of age.
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Western blot analysis

Liquid-frozen ventricles were homogenized in 500 pl
protein lysis buffer (20 mmol/l Tris, pH 8.3; 0.67% SDS;
238 mmol/l 2-mercaptoethanol; 0.2 mmol/l PMSF). Electro-
phoretic separation of Ga; isoforms was performed in gels
containing 6 M urea (Gohla et al. 2007). The proteins were
visualized by immunodetection using the following primary
antibodies described elsewhere (Beer-Hammer et al. 2018):
rabbit anti-Go, 4, (7.2 ng/ml) (Leiss et al. 2020), rabbit anti-
Gay; (50 ng/ml) (Vega et al. 2020). The protein levels of
Gay, and Go;; were quantified using densitometric analysis
software (Image Lab; Bio-Rad, Grifelfing, Germany) and
were normalized to the levels of GAPDH (#2118; Cell Sig-
nalling Technology, Frankfurt, Germany) of the same sam-
ples. Twenty micrograms protein per lane were loaded. The
membranes were first stained with the Gay, or Gay; antibody,
respectively. Membranes were than stripped and stained with
the Akt antibody, stripped again, and subsequently stained
with the GAPDH antibody to control for equal loading.
Ventricles from three animals per genotype were analyzed
in three independent experiments. For size orientation,
protein standards were loaded (BioRad Precision Plus Pro-
tein Standard Dual Colour, and Nippon Genetics BlueStar
PLUS Prestained Protein Standard). For the analysis of
Akt phosphorylation, we used rabbit antibodies recogniz-
ing either total Akt or pAkt only when phosphorylated at
Serd73 (#9272 and #9271; Cell Signalling Technology).
Phospholamban expression was determined using a mouse
monoclonal antibody provided by Badrilla Ltd. (#A010-14).
Younger mice used for Western blot analyses were 307 + 8,
older mice 552 + 8 days of age.

Myocyte preparation for proteomics analyses

We isolated ventricular myocytes from wildtype, f3;-
tg, Ga;;~/~, and B,-tg/Ga;; ™'~ mice (n=3 each; age:
200 + 56 days). Isolation followed a modified procedure
according to Ackers-Johnson et al. (Ackers-Johnson et al.
2016). The chest of anesthetized mice was opened to expose
the heart. Descending aorta was cut, and the heart was
immediately flushed by injection of 7 ml EDTA buffer into
the right ventricle. The heart was removed, and ascending
aorta was retrogradely cannulated. Digestion was achieved
by sequential injection of 10 ml EDTA buffer, 3 ml perfu-
sion buffer, and 20 ml Liberase buffer (Roche, Liberase TM
0.05 mg/ml) via coronary circulation. Ventricles were then
gently pulled into 1-mm pieces using forceps. Cellular dis-
sociation was completed by gentle trituration, followed by
addition of 5 ml stop buffer (perfusion buffer containing 5%
FBS). Cell suspension was passed through a 100-pm filter,
and cells underwent 4 sequential rounds of gravity settling,
using perfusion buffer. The supernatant was discarded. The
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cell pellet in each round was enriched with myocytes and
ultimately formed a highly pure myocyte fraction. Cardio-
myocyte yields and percentage of viable rod-shaped cells
were controlled under an inverse microscope. The final pel-
let was lysed in buffer (4% SDS in 100 mM Tris/HCI, pH
7.6). Lysates were homogenized, heated at 70 °C for 10 min,
and clarified by centrifugation and protein concentrations
were determined using the Bio-Rad DC assay. Proteins
(1 mg) were precipitated with acetone for 1 h at — 20 °C.
The pellet was washed with 80% acetone once and resus-
pended in 8 M urea buffer (6 M thiourea, 2 M urea in 10 mM
HEPES pH 7.5). Proteins were reduced with DTT (10 mM),
alkylated with TAA (55 mM) and digested for 3 h with LysC
(1:50 enzyme:substrate ratio, Wako chemicals). For further
digestion with Trypsin (1:100 enzyme:substrate ratio, Pro-
mega), samples were diluted with ammonium bicarbonate
buffer (50 mM). For whole proteomics analysis, aliquots of
50 pg were taken and desalted on stage tips. For phospho-
proteomic analysis, the remaining 950 pg peptide solution
was desalted using SepPak C18 cartridges and dried, and
phospho-peptides were enriched using the High-Select TiO2
Phosphopeptide Enrichment Kit (Thermo scientific) follow-
ing the manufacturer’s instruction.

Proteomics analyses: sample measurement
and data processing

Samples were measured on a Q Exactive Plus Hybrid
Quadrupol-Orbitrap mass spectrometer (MS) coupled to
an EASY-nLC 1000 UHPLC (Thermo Fisher Scientific)
and analyzed with a 240 min gradient using Top 10 DDA
method. Phospho-proteomic samples were analyzed with a
90 min gradient using Top 10 DDA method. Raw MS data
files were analyzed using MaxQuant software (Max Planck
Institute of Biochemistry, Martinsried, Germany) (Cox and
Mann 2008). We used the Uniprot Mouse database (release
November 2019) extended by the human 3;-AR (hADRB1)
sequence for spectral matching. Default settings were used,
and peptides and proteins were identified using a false dis-
covery rate (FDR) of 1%. As variable modification, p(STY)
was enabled. To appreciate the biological significance of the
differentially phosphorylated proteins, the ingenuity path-
way analysis (IPA, QIAGEN, Germany) was used to predict
regulated ontology lists, “tox lists” and networks related to
cardiovascular function and disease.

Parameters analyzed

With respect to our previous study (Keller et al. 2015), we
defined ventricle- to body-weight ratio, conventional echo-
cardiographic parameters of systolic left-ventricular (LV)
function (ejection fraction, LV end-systolic volume, LV
end-diastolic volume, LV end-systolic length), survival time,
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mRNA-expression levels of Gnai2, Gnai3, Nppa, Nppb,
Ryr2, Pln, and Tnni3, as well as protein expression levels
of Gaj, and Gay; as primary parameters. We furthermore
included left-ventricular global longitudinal strain (GLS),
isovolumic relaxation time (IVRT), and the ratio of E’ and
A’ (early and late ventricular relaxation velocity) as addi-
tional echocardiographic parameters. GLS, derived from
speckle tracking-based echocardiography, is a sensitive
parameter for early detection of LV systolic and diastolic
dysfunction and has been shown to be an independent pre-
dictor of all-cause mortality in (human) heart failure with
reduced ejection fraction (Sengelgv et al. 2015; de Lucia
et al. 2019). IVRT and the E’ to A’ ratio are sensitive indi-
cators of diastolic function (Alex et al. 2018; Schnelle et al.
2018). Furthermore, fibrotic alterations were quantified as
percentage of tissue area in ventricular slices. Western blots
were performed to reveal the level of phospholamban expres-
sion and the ratio of phosphorylated to total Akt. Levels of
protein expression and phosphorylation were furthermore
obtained by mass spectrometry done with cardiomyocyte
homogenates. Non-primary parameters were obtained and
analyzed with an exploratory intention.

Performance of experiments and data analysis

Animals have not explicitly been chosen for a specific
experiment or a specific date in a prospective manner. Thus,
sequence of investigation was by chance due to availability
of an animal at an appropriate age. Sequence of analysis
was by chance, too. We did not apply specific methods for
randomization of the sequence of experiments or analyses
or for blinding of the experimenters. Thus, the analyses were
neither specifically blinded nor actively unblinded. Knowl-
edge of the genotype to the investigator may therefore have
occurred by chance in individual cases.

Data presentation and statistical analysis

Data are depicted as scatter plots and reported as
mean =+ standard deviation (SD) in the text. Scatter plots
were created using GraphPad Prism and show median and
interquartile range or mean + SD. We performed ANOVAs
that (if significant) were followed by Bonferroni-corrected
post-tests comparing all groups with respect to most primary
parameters (“Performance of experiments and data analy-
sis” section). For mRNA as well as PLN protein expres-
sion, we applied Holm-Sidak post-tests referring to age-
matched wildtype littermates. In addition, §,-tg and f,-tg/
Gay; ™~ mice were compared here. In case of Gnai3 mRNA,
wildtype and P,-tg mice were compared by non-parametric
Mann—Whitney test. Due to data distribution, log10 val-
ues of 2744 were analyzed with respect to ANP and BNP
mRNA expression. Due to the small number of samples, we

applied the pair wise fixed reallocation randomization test®
using the REST-2009® software for mRNA expression in
mice at 300 days of age (Pfaffl 2002). The distribution of
EF and IVRT values within two groups was compared using
a two-sided Fisher’s exact test. Sample size estimation for
echocardiography was performed a priori using G¥Power
3.1.9.2 software (Heinrich Heine Universitit Diisseldorf,
Germany). In general, sample sizes were not increased after
reviewing the corresponding data, except for gPCR, where
the sample size was increased from n=4 to n=6-12 per
group during a process of manuscript revision. Survival
times are reported as mean and 95% confidence interval
(CI). Survival analysis was performed by Kaplan—Meier
estimation followed by the log-rank test. Throughout, we
considered p values <0.05 as indicating statistically sig-
nificant differences in confirmatory analyses, i.e., analyses
of the primary parameters according to our main scientific
questions (see “Parameters analyzed” and “Introduction”).
In figures, asterisks then indicate p values below 0.05 (*) and
0.01 (**), respectively. If statistical tests were applied with
an exploratory intent (see “Parameters analyzed”), p values
are given as numbers down to 0.001, but not indicated by
asterisks. Statistical approaches have been specified a priori,
except for the analysis of distribution of EF and IVRT values
(“Gay; deficiency reduces risk of ventricular dysfunction in
f,-tg mice” section) that was applied due to the apparent
partial overlap of data from pB,-tg and B,-tg/Gor; ™'~ mice,
respectively, and the calculation of Cohen’s d affects sizes
that was done using the Psychometrica online effect size
calculators (Table S3) (Lenhard and Lenhard 2016). From
some animals/tissue probes, we obtained more than one
parameter. No particular statistical approach was taken to
account for this.

Results

Ga;; deficiency prolongs survival time in §,-tg
animals

In order to get insights into the individual role of the Gay;
protein in murine cardiomyopathy, mice overexpressing the
cardiac f;-adrenoceptor but globally lacking the Goy; protein
(Bl-tg/G(xB_/ ~) were compared to f;-adrenoceptor overex-
pressing (B,-tg), Goy;-deficient (Goy; ™), and wildtype mice.
In all mouse lines used, the distribution of genotypes fol-
lowed Mendel’s rule and that of sex was almost equal (48%
male and 52% female). Mice showed no obvious physical
phenotype and normal behavior. Deaths occurred suddenly
in all groups, at best preceded sporadically by (unspecific)
symptoms, e.g., reduced ingestion, striking behavior, or
impaired movement.
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Survival is a major outcome parameter of heart-failure
studies, and in our previous study, we found that Go;, defi-
ciency caused a significantly shortened lifetime of p,-tg
mice (Keller et al. 2015). In the current study, we followed
the survival of the mice up to a maximum age of 880 days.
Kaplan-Meyer estimation and log-rank tests revealed that
the mean survival time of f,-tg mice was 624 days (95%
CI: 592-655), significantly shorter than that of all other
genotypes (Fig. 1). Importantly, the concomitant absence of
Goy; increased the mean life span of f,-tg mice to 696 days
(644-747), which was no longer statistically different from
the survival time of 789 days for wildtype (739-840) and
742 days for Goci3_/ ~ mice (693-790), respectively.

In summary, the life span of ﬁl—tg/G(xB_/_ mice was
significantly longer than that of f,-tg mice and was not
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Fig. 1 Life span of f,-tg mice is significantly shortened compared
to wildtype, Gay; ™", as well as B,-tg/Goy; ™~ mice. Total numbers
of mice included in our analysis were 408, 262, 154, and 82 for
wildtype, B;-tg, Goy ™™, and B;-tg/Goy; ™', respectively. Numbers of
spontaneous deaths during the period of observation were 17, 52, 11,
and 13, respectively. Kaplan-Meyer estimation and log-rank test were
applied. Vertical ticks indicate censored events

statistically different from that of wildtype littermates,
whereas in a previous study, the absence of Ga;, shortened
the life expectancy of f§;-tg mice.

Study of animals at an age of 300 days

Given that Gay, deficiency already showed adverse effects in
300-day-old B,-tg mice (Keller et al. 2015), we first focused
on effects of Gay; deficiency at this age.

No cardiac hypertrophy or dysfunction at an age
of 300 days

Survival rates of wildtype, Goci3_/_, B,-tg, and P,-tg/
Gay; ™~ were similar at an age of 300 days (see Fig. 1). Ven-
tricle-to-body-weight ratio and echocardiographic param-
eters of ventricular function were comparable in all groups
(Table 1). Only the heart rate was significantly increased
in f,-tg mice, which was even more pronounced in f;-tg/
G(xi3_/ ~ animals. ANP (Nppa) and especially BNP (Nppb)
are useful markers of cardiac hypertrophy and heart failure.
Neither Nppa nor Nppb mRNA levels showed statistically
significant alterations in B,-tg/Goy; ™~ or Gay; ™'~ ventricles
compared to wildtypes (Table 2). However, similar to our
previous findings (Keller et al. 2015), Nppb mRNA lev-
els were significantly increased in ventricles of f;-tg mice
already at this younger age (304 + 145% of wildtype levels,
p <0.05; Table 2). Expression levels of ryanodine recep-
tor type 2 (Ryr2), phospholamban (P/n), and Troponin I
(Tnni3) mRNA were similar in the ventricles of all geno-
types (Table 2).

Gnai2 mRNA expression levels were dominant over
Gnai3 in wildtype ventricles (data not shown) and simi-
lar to wildtype mice in ventricular tissue from B,-tg, p;-
tg/Goy; ™"~ or Gay; ™'~ mice (Table 2). As expected, Gnai3
mRNA expression was not detectable in ventricles of

Table 1 Ventricle- to body-weight ratios and echocardiographic data at an age of 300 days (mean + SD, number of animals in brackets)

Genotype Wildtype Bi-tg Goyy ™'~ By-tg/Goy; ™~
Ventricle to body-weight ratio (%) 0.44+0.09 (19) 0.43+0.08 (16) 0.45+0.07 (16) 0.42+0.04 (18)
Ejection fraction (%)* 60+6 (8) 52+3(10) 52+8(8) 58+6(9)
Left-ventricular end-systolic volume [uL] 28+9(8) 34+11(10) 35+13 (8) 24+6(9)
Left-ventricular end-diastolic volume [pL] 70+ 18 (8) 71+19 (10) 71+18 (8) 56+7(9)
Left-ventricular end-systolic length [mm] 7.2+0.5(8) 7.8+0.6 (10) 7.1+0.6 (8) 7.2+0.8 (9)
Myocardial performance index 0.72+0.11 (8) 0.91+0.32 (10) 0.74+0.14 (8) 0.71+£0.18 (9)
Global longitudinal strain (%) —-21.5+244) —18.5+£5.9(8) -259+51(4) —-22.1+8.7(7)
E /A 1.4+0.6 (5) 1.4+0.7 (8) 1.6+0.6 (5) 24+1.4(8)
Heart rate [min~!]* 448 +53 (8) 521 +52% (10) 492 +69 (8) 588 +39%% (9)

For each parameter, a one-way ANOVA was performed (*p <0.05). #p <0.05 vs. wildtype and $p<0.05 vs. B,-tg in Bonferroni-corrected post-

tests between all groups
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Table2 qPCR data on ventricular mRNA expression at an age of
300 days (% of wildtype; mean + SD)

Genotype (N)  PBy-tg (3) Gz~ (3)  PB-teg/Goayy ™™ (3)
Gnai2 96 +23 85+28 70+45

Gnai3 17981 0+0% 0+0%*
Nppa (ANP) 351 +264 162+ 16 137+160

Nppb (BNP) 304 + 145%* 117+73 104 +£40

Ryr2 115+36 98 +21 98+31

Pin 115+21 116 +12 98+21

Tnni3 94 +18 115+ 14 8715

“p<0.05 vs. wildtype in a pair wise fixed reallocation randomization
test® using the REST-2009® software

Gay; ™'~ and B,-tg/Goy; ™'~ mice. Western blot analysis con-
firmed these findings on the protein level (not shown).

In summary, neither ventricular hypertrophy nor dysfunc-
tion was observed in any of the investigated groups at the
age of 300 days. In contrast to lack of Gay, (Keller et al.
2015), a detrimental effect of Gay; deficiency in p;-tg mice
at this age is unlikely.

Study of animals at an age of 550 days

In line with increased mortality of f,-tg mice at more
advanced ages, we next examined animals at 550 days of
age. Effect sizes obtained by comparing wildtype with
B,-tg, Gay; ™~ and B,-tg/Gay; ™~ and B,-tg with B-tg/
Gay; ™'~ mice at this age can be taken from supplemental
Table 3 (Table S3).

Examination of ventricular hypertrophy and fibrosis

At an age of 550 days, B;-tg mice showed ventricular hyper-
trophy indicated by a statistically significant increase in the
mean ventricle-to-body weight ratio compared to wildtype
mice (Fig. 2A). No such effect was seen if f,-tg mice were
lacking Goy;. Mice overexpressing the f,-AR developed ven-
tricular fibrosis, which was significantly less pronounced in
B,-tg/Gay; ™'~ mice (Fig. 2B, C). Fitting to this, mRNA levels
of the hypertrophy markers ANP (Nppa) and BNP (Nppb)
were significantly increased in ;-tg ventricles, but to a
lesser extent when Gay; was absent (Nppa: 2578 +2323% vs.
705 +688%; Nppb: 744 £688% vs. 363 +260%) (Fig. 2D,
E).

These findings of hypertrophy and fibrosis may be related
to ventricular dysfunction in f;-tg mice on the one hand
and to protective effects of Goy; deficiency on the other.
Therefore, we describe below our findings on left ventricular
function obtained by echocardiography.

Ga;; deficiency reduces risk of ventricular dysfunction
in B,-tg mice

B,-tg mice showed ventricular dysfunction indicated by
a statistically significant decrease of the ejection fraction
(EF: 35+ 18%, n=13) and an increase of the mean LV
end-systolic volume, the end-diastolic volume, and the
end-systolic length (Fig. 3). In contrast, the EF of p,-tg/
Gay;mice™™ (52 +16%, n=10) was significantly higher
than that of f;-tg mice and similar to wildtype (59 +4%,
n=8) and Goy; '~ (60 + 5%, n=8). Reduced EF levels were
also found in a few ﬁl-tg/G(xB" ~ mice, but significantly less
frequently than in B,-tg mice, relative to the 95% CI of age-
matched wildtypes (3 out of 10 vs. 12 out of 13, p=0.003).

LV global longitudinal strain (GLS), an independent pre-
dictor of all-cause mortality in (human) heart failure with
reduced ejection fraction (Sengelgv et al. 2015), was sig-
nificantly impaired in §;-tg mice in an exploratory analysis
(Fig. 4A). In contrast, B,-tg/Ga,; ™'~ mice did not differ from
wildtype and Goci3_/_ mice. Regarding diastolic LV func-
tion, we analyzed the isovolumic relaxation time (IVRT). We
observed a statistically significant impairment of IVRT in
f,-tg mice (Fig. 4B), while the absence of Go;; normalized
this parameter to wildtype and GozB‘/ ~ values. Furthermore,
the impairment of the E” to A’ ratio in f;-AR overexpress-
ing mice was no longer observed in p;-tg mice lacking Ga;
(Fig. 4C).

Taken together, Goy; deficiency reduced the risk of both
systolic and diastolic LV dysfunction in p;-tg mice.

Ventricular expression of G, proteins and Akt

In wildtypes at an age of 550 days, ventricular mRNA levels
of Gnai2 transcripts were confirmed to be still dominant
over Gnai3 (data not shown). As expected, Gnai3 mRNA
was not detectable in ventricles of Goy;™'~ and B,-tg/
G(xi3_/ ~ mice (Fig. 5A). Compared to wildtype mice, there
was a statistically significant increase of Gnai mRNA in
B,-tg ventricles (Gnai2: 397 £265%, Gnai3: 196 + 88%;
Fig. 5A, B). There was no statistically significant altera-
tion of Gnai2-mRNA expression in ventricular tissue from
B,-tg/Gay; ™'~ or Gayy ™'~ mice compared to wildtype mice
(Fig. 5B). We determined protein expression to corroborate
our mRNA data. Except for the absence of Goy;; in the ven-
tricles of Gai; ™'~ and B,-tg/Go; ™'~ mice (Fig. 5C, E), no
difference in Goy; or Ga;, expression was found between
groups at the protein level (Fig. 5C-F; for uncropped West-
ern blots, see Figure S2).

Akt activation has been linked to cardiomyopathy,
and studies from other tissues indicated isoform-specific
modulation by G; proteins. We thus analyzed expression
of phosphorylated Akt protein. Western blots, however,
revealed no obvious differences when comparing pAkt/
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«Fig. 2 Ventricular hypertrophy, fibrosis, and vastly increased hyper-
trophy markers in p;-tg mice at an age of 550 days. A Ventricle- to
body-weight ratios were calculated for 16 wildtype, 21 f,-tg, 13
Ga; ™, and 16 p,-tg/Goy; ™'~ mice. B, C Sirius Red staining was
applied to ventricular cryo-Sects. (3 ventricles from wildtype, f,-
tg, and G(xi{/ ~, each, and 4 ventricles from Bl-tg/G(xi{/ ~ mice), and
interstitial fibrosis was quantified as percentage of total tissue area.
Ventricles of §;-tg mice demonstrated an increase in fibrotic area that
was significantly attenuated by lack of Goy;. A, B All groups were
compared with each other. C Representative mid-ventricular car-
diac sections from wildtype, B;-tg, Goy; ™=, and B,-tg/Gay; '~ mice
after Sirius Red staining. Scale bars: 100 um. D, E mRNA expres-
sion of ANP (Nppa, D) and BNP (Nppb, E) corresponds to the extent
of fibrosis observed in mice overexpressing B;-adrenoceptors. Data
from 9 wildtype, 12 B;-tg, 6 Gay; ™, and 11 B;-tg/Gey, ™~ mice were
obtained in triplicate each. Groups were compared with age-matched
wildtypes. In addition, p,-tg and f,-tg/Ga;; '~ mice were compared.
Due to data distribution, logl0 values of 2722t were analyzed.
Scatter plots with median and interquartile range are depicted (A,
B, D, and E). * and **: p<0.05 and p<0.01 in post-tests following
ANOVA (A, D, and E). Fibrotic areas were compared with an explor-
atory intention, and thus, exact p values are given if <0.05 (B)

Akt ratios in ventricles of wildtype, B,-tg, Goy; ™'~ and p,-
tg/Gay; ™'~ mice (Fig. 6). Consistent with this, quantita-
tive proteomics analyses demonstrated no changes in Akt
expression or Akt phosphorylation (see the ‘“Proteomics
and pathway analyses” section).

In summary, both Gnai2 and Gnai3 mRNA levels were
increased in 550-day-old ;-tg mice while we found no
change at the protein level. Akt phosphorylation was not
obviously affected by either ,-AR overexpression or Goy;
deficiency.

Ventricular expression of the PKA targets ryanodine
receptor 2, phospholamban, and cardiac troponin |

mRNA levels of the PKA phosphorylation targets ryano-
dine receptor 2 (Ryr2), phospholamban (PIn), and cardiac
troponin I (Trni3) did not differ between the four geno-
types (Figure S3). We furthermore analyzed phospholam-
ban expression by Western blotting (Fig. 7). An ANOVA
indicated significant differences (p =0.036), mainly due to
decreased PLN levels in ventricles of f,-tg mice (32 +9%)
compared to wildtype (100 +31%; p=0.061) and f,-tg/
G(xi{/_ mice (107 +47%; p=0.051). Of interest, proteom-
ics analysis furthermore revealed statistically significant
alterations of PLN phosphorylation in p;-tg ventricular
myocytes, which were not seen in p,-tg/Goy;~'~ mice
(see the “Proteomics and pathway analyses” section and
Fig. 8C, D).

In summary, Western blots indicated reduced PLN
expression in ventricles of f;-tg, but not ﬁl-tg/G(xB_/ ~ mice
at the age of 550 days. Ryr2, Pln, and Tnni3 mRNA levels
appeared to be unaffected.

Proteomics and pathway analyses

Protein and protein phosphorylation levels in ventricu-
lar myocytes from wildtype, B;-tg, G(xi3_/_, and P,-tg/
G(xB_/ ~ mice (n=3 animals each, age: 200+ 56 days) were
determined by mass spectrometry. We did not detect any
change in Akt expression or phosphorylation in agreement
with the data from Western blot analysis (cp. Fig. 6). For
phospholamban, however, we found a statistically significant
increase in phosphorylation at Ser16 (p =0.007) and Ser17
(p=0.013) in P,-tg compared to wildtype ventricular myo-
cytes that was not seen in f,-tg/Ga,; ™~ myocytes.

For further analysis, we fed the protein phosphoryla-
tion data into a so-called ingenuity pathway analysis (IPA).
IPA is an algorithm-based analysis that uses the QITAGEN
knowledge base to identify differences in signaling path-
ways. When comparing our f;-tg and ﬁ]—tg/G(xB_/ ~ target
genotypes, analyses revealed statistically significant differ-
ences associated with multiple cardiac disorders and dis-
eases (Fig. 8A). IPA suggested activation of the predefined
protein ontology list “cardiac fibrosis” in f,-tg compared
to wildtype ventricles, while activity was reduced in p;-tg/
G(xi3_/ ~ compared with data from f,-tg mice (Fig. 8B). To
provide further evidence for possible mechanisms, the pro-
teins detected in our probes were mapped to the networks
available in the underlying QIAGEN database and then
scored using a network score based on p values obtained
in Fisher’s exact test. For the sample-specific network that
achieved the highest score, ;-tg and Bl-tg/G(xi3_/ ~ myocytes
showed some differences in phosphorylation of interacting
proteins linked to “tox lists” such as “cardiac fibrosis” and
“cardiac hypertrophy” (Fig. 8C, D). For example, PLN,
RYR2, and calmodulin kinase II (CaMK II) phosphoryla-
tion is seen to be increased in f,-tg compared to wildtype
myocytes (color-coded red in Fig. 8C), whereas it is lower in
B,-tg/Go; ™'~ compared with p,-tg mice (color-coded green
in Fig. 8D).

Taken together, proteomics analyses showed that in p;-tg
ventricular myocyte phospholamban phosphorylation levels
were significantly increased. Pathway and network analyses
based upon protein phosphorylation indicated opposite pat-
terns in f3;-tg compared to Bl—tg/GocB_/ ~ mice with respect
to cardiac dysfunction and disease. These results are in good
agreement with our in vivo data of ventricular dysfunction
and our in vitro data such as ventricular fibrosis or increased
expression of hypertrophy markers.

Discussion

Given the previously shown detrimental effects of a
Gay, deficiency in mice with a cardiac overexpression of
B,-AR (Keller et al. 2015), we now asked for the role of the
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Fig.3 Ventricular dysfunc-

tion in f;-tg mice at an age of
550 days. As echocardiographic
parameters representing systolic
function, ejection fraction (A),
left-ventricular (LV) end-sys-
tolic volume (B), LV end-dias-
tolic volume (C), and LV end-
systolic length (D) are shown.
Echocardiographic data were
obtained from 8 wildtype, 13
B-tg, 8 Gay, ™, and 10 B,-tg/
Gay; ™'~ mice. Scatter plots with
median and interquartile range
are depicted. If the ANOVA
indicated statistically significant
differences, it was followed by
Bonferroni-corrected post-tests
between all groups. * and **:
p<0.05 and p<0.01

Fig.4 Exploratory echocar-
diographic analyses reveal
impaired diastolic ventricular
function of f,-tg mice at an

age of about 550 days. Global
longitudinal strain (GLS) (A),
isovolumic relaxation time
(IVRT) (B), and E’ to A’ ratio
(E’/A”) (C) were analyzed as
parameters of global (GLS),

or diastolic function (IVRT,
E’/A”), respectively. Group sizes
were 8 for wildtype and Gy, ™,
12 (GLS), 11 (E’/A’) and 13
(IVRT) for B,-tg, and 9 (GLS)
and 10 (E’/A’ and IVRT) for
B,-tg/Goy; ™~ mice, respectively.
Scatter plots with median and
interquartile range are shown. If
the ANOVA indicated statisti-
cally significant differences, it
was followed by Bonferroni-
corrected post-tests between all
groups. Analysis was done with
an exploratory intention, and
thus, exact p values are given
if<0.05
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Fig.5 G; expression at the mRNA and the protein level. Relative
expression of A Goy; (Gnai3) and B Goy, mRNA (Gnai2) is depicted
as 27AAC referring to wildtype controls. gPCR data from 550-day-
old wildtype (n=9), p;-tg (n=12), Goy; ™~ (n=6), and B;-tg/Goy; ™'~
(n=11) mice were obtained in triplicate each. C, D Representative
Western blots of ventricle homogenates isolated from 550-day-old
wildtype, B;-tg, Goy; ™', and B;-tg/Gey, ™~ mice. To verify antibody
specificity, ventricle homogenates from Gu;,-deficient mice were
loaded. Goys-protein expression (C) is completely absent in Goyy ™~
and P,-tg/Gay;.~~ ventricles, while not obviously altered in Bi-tg

closely related Ga; isoform in this murine heart-failure
model. Since f;-transgenic (p;-tg) mice develop progres-
sively impaired cardiac functions accompanied by a sig-
nificantly shortened life span, this heart-failure model is
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ventricles. G, protein (D) is detectable in ventricles isolated from
any genotype. For exemplary full Western blots, see supplemental
Figure S2. E, F Statistical analysis of Gay; and Gy, protein expres-
sion patterns using GAPDH as loading control. For Western blot
analysis, ventricles from three animals per genotype were analyzed in
three independent experiments. Scatter plots with median and inter-
quartile range (A, B) or mean values +SD are shown (E, F). * and
**: p<0.05 and p<0.01 in a Mann—Whitney test (A, E) or in post-
tests performed if an ANOVA indicated significant differences (B).
ANOVA of data on protein expression indicated no difference (F)

suitable to test for effects of an additional Goy; deficiency.
We wondered how Gay; deficiency affects cardiac function
and outcome of B,;-tg mice, i.e., whether it is detrimental,
protective, or has no effect.
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Fig.6 A Akt and phosphoryl-

ated Akt (pAkt) were detected A o O B
; : o Q ¥ O
using specific antibodies in 6\7\ © . )
Western blots of ventricle R QE: 00*" 2
homogenates obtained from 200 1
550-day-old wildtype, B,-tg, ]
Goy; ™', and B,-tg/Gay; ™~ mice anti-pAkt S o —— — = 150
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G, proteins in B-AR-mediated heart failure

Our current study revealed that the absence of Gay; in p;-
AR-overexpressing mice was protective, slowing or even
preventing the development of heart failure. In contrast,
we previously found that the absence of Gay, in f;-tg mice
resulted in a distinct heart-failure phenotype even before
it was evident in mice overexpressing only the f;-AR
(Keller et al. 2015). Thus, the possibility that Ga;; defi-
ciency mimics the Go;,-knockout phenotype in the p,-tg
model of dilative cardiomyopathy can be excluded. One
may hypothesize that the remaining Ga; isoform function-
ally replaces the missing isoform. Indeed, the absence of
one Ga; isoform is often accompanied by upregulation
of the remaining one (Wiege et al. 2012; Kohler et al.
2014; Devanathan et al. 2015; Beer-Hammer et al. 2018),
although Western blot analyses have been inconsist-
ent regarding an increase of cardiac Ga;, expression in

@ Springer

Guay;-deficient mice at the protein level (Gohla et al. 2007
Dizayee et al. 2011; Hippe et al. 2013; Kohler et al. 2014).
In the current study, we did not see an upregulation of
Ga;, in Gayz-deficient hearts. However, one should keep in
mind that cardiac Ga;, expression exceeds that of Gay; per
se. Therefore, we cannot exclude the possibility that Goy,
contributes by functional substitution even in the presence
of unchanged (i.e., “normal”) expression levels. On the
other hand, (cardiac) Gay; levels might be generally too
low to compensate for Ga;, deficiency. This could explain
why we observed adverse effects of Ga,, deficiency in
the previous study, although there was a statistically sig-
nificant increase in Goy;-protein expression (Keller et al.
2015). Unfortunately, due to its embryonic lethality, the
Gay,,43 double knockout mouse model cannot be used to
test the assumption that the Go; isoforms can substitute for
each other in the f;-tg mouse model (Gohla et al. 2007).
At the mRNA level, expression of both Gay, (Gnai2) and
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Gay; (Gnai3) transcripts appeared to be increased in p-tg
ventricles while there was no obvious change at the pro-
tein level. In rats treated with isoproterenol, the increase
in Gnai mRNA transcript levels was significantly more
pronounced than the increase in Go; protein expression
(Mende et al. 1992; Eschenhagen et al. 1992a). Thus, we
cannot exclude that we have missed an only slight increase
of Ga; expression at the protein level.

Although survival is reduced by cardiac overexpression
of B;-adrenoceptors alone, it has been even worse in f;-tg
mice lacking Gay, (Keller et al. 2015). In contrast, we now
find that the life span of ;-tg mice is significantly increased
if they lack Ga;. Although 550-day-old ,-tg mice lack-
ing Goy; showed increased cardiac ANP and BNP mRNA
levels compared to wildtype littermates, the ANP increase
was significantly lower compared to mice only overexpress-
ing the B,-AR. In addition, it appeared to be clearly lower
than in Ga;,-deficient f;-tg mice at an age of 300 days as
analyzed in our previous study (Keller et al. 2015). Cardiac
overexpression of f3,-adrenoceptors also leads to cardiac
failure, although a significantly higher level of overexpres-
sion is required (Liggett et al. 2000). Similar to our recent
findings with p,-tg mice, lack of Gu;, drastically shortened
the lifespan of mice with a cardiac overexpression of the
f3,-AR subtype in another study (Foerster et al. 2003; Keller
et al. 2015). Of note, p,-tg mice with a homozygous Go;,
knockout were virtually non-viable and already heterozy-
gous Ga, deficiency reduced life span to a similar extent as
did the complete absence of Go;, on a background of cardiac
B;-AR overexpression. These findings may reflect the role of
G-proteins for either f,-AR- or B,-AR-mediated signaling:
while G, proteins are the cognate interaction partners of f;-
AR (Xiao et al. 1999; Seyedabadi et al. 2019), it is widely
accepted that ,-AR couple to both G, and G; proteins (Xiao
et al. 1999, 2003). With respect to putative isoform-specific
effects of G; proteins, it should be noted that in a mouse
model of ischemia-reperfusion-induced cardiac damage,
Kohler et al. also found detrimental effects of Ga;, defi-
ciency on the one hand while Ga;; deficiency appeared to
be cardioprotective on the other hand (Kohler et al. 2014).

In conclusion, we show that in a mouse model of dilative
cardiomyopathy, Go;; deficiency is beneficial. In contrast,
lack of Gy, was clearly detrimental in previous studies,
either in the same heart-failure model of f,-AR overexpres-
sion, a model of B,-AR overexpression or with ischemia-rep-
erfusion as pathophysiological stimulus (Foerster et al. 2003;
Kohler et al. 2014; Keller et al. 2015).

Differences of Ga;,- and Ga;;-dependent effects
at the cellular and subcellular level

Data from neutrophils suggest an interesting difference in
Gay,- versus Go;-mediated signaling: in a study of Kuwano

et al., Go, deficiency led to an increase, but Goy; deficiency
to a decrease of Akt phosphorylation (Kuwano et al. 2016).
Akt has been described to be involved in cardio-protective
signaling, while on the other hand, chronic activation of the
PI3K/Akt cascade is related to cardiac hypertrophy, and Akt
activity was increased in human failing hearts (Haq et al.
2001; Nagoshi et al. 2005). In a previous study, we found
no difference between Akt phosphorylation in Ge;,- or Goys-
deficient mice, neither under basal conditions nor after treat-
ing mice with carbachol (Dizayee et al. 2011). The opposing
results of our previous study and that of Kuwano et al. may
be explained not only by the various tissues analyzed but the
different genetic backgrounds (C57/BL6 and 129/Sv, respec-
tively) which have been associated with phenotypic differ-
ences in G;-knockout models (Offermanns 1999; Kuwano
et al. 2016). Regarding our previous findings on Akt in mice
lacking Ga;, or Gay; (Dizayee et al. 2011), one should bear
in mind that carbachol is rather considered a non-pathologic
stimulus, and stimulation of muscarinic receptors might be
beneficial under pathological conditions, e.g., heart failure
(Communal et al. 1999; Olshansky et al. 2008; Lorenz et al.
2009). Although we cannot eventually rule out a change,
no obvious differences in ventricular pAkt expression were
found in the current study. Given the otherwise pronounced
effects on Akt phosphorylation in human heart failure and
in heart failure models (Haq et al. 2001; Baba et al. 2003;
Miyamoto et al. 2004), it seems at least unlikely that the
marked differences in cardiac function and survival in our
study can be explained by changes in Akt phosphorylation.

Western blots suggested a reduced PLN expression in
B,-tg compared to both wildtype and ﬁl-tg/G(xi3_/_ mice.
We furthermore used protein expression and phosphoryla-
tion data obtained from ventricular myocytes for ingenuity
pathway analysis (IPA). IPA has the advantage of a lower
risk of bias than manual analysis of the results would have.
Our data indicate significant differences between f,-tg and
B,-tg/Gay; ™'~ mice with respect to intracellular signaling
relevant to several cardiac diseases including arrhythmia,
heart failure or cardiac fibrosis. Of note, data obtained with
ventricular myocytes from Gaoy,-deficient mice indicate sig-
nificant differences to mice lacking Ga;; in signaling related
to cardiac diseases, too (not shown). Proteomics analyses
indicated increased phosphorylation of PLN in ventricular
myocytes of f;-tg but not Bl-tg/Goci3_/ ~ mice. Our findings
on PLN expression and phosphorylation suggest reduced
SERCA inhibition in p,-tg hearts. This may be consid-
ered compensatory, as SERCA expression and activity are
reduced in the setting of heart failure (del Monte and Hajjar
2008). In agreement with this, Engelhardt et al. found that
genetic PLN ablation rescued f,-tg mice from heart failure
(Engelhardt et al. 2004). It is tempting to speculate that the
absence of compensatory PLN changes in B,-tg/Go; '~ mice
is indicative of cardioprotection by Ga;; deficiency, as
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reduced PLN activity is not needed here. In Ga;,-deficient

ventricles, our proteomics analysis revealed an increase of  but this effect was dramatically more pronounced when these

PLN phosphorylation similar to that in f,-tg specimens (not  animals also overexpressed the cardiac f,-AR (Keller et al.
shown). This is interesting because in our previous study,  2015).

Guy, deficiency alone already led to reduced life expectancy,

@ Springer



Naunyn-Schmiedeberg's Archives of Pharmacology

«Fig. 8 Protein phosphorylation levels in ventricular myocytes (three
per genotype) were obtained by mass spectrometry and fed into a so-
called ingenuity pathway analysis (IPA), an algorithm-based analy-
sis that uses the QIAGEN knowledge base to identify differences in
signaling pathways. A As indicated by — (log p) values, IPA revealed
significant differences between f;-tg and B;-tg/Goy; ™~ mice in acti-
vation of disease-associated pathways. B Heatmap representing dif-
ferential phosphorylation of proteins assigned to the “cardiac fibrosis
pathway.” Activation Z-scores referring to the respective genotypes
compared are color-coded (top row) from blue (“lower activity”) to
orange (“higher activity”). An increase in the phosphorylation of a
particular protein is shown in red, a decrease in green (lower rows).
Gray color indicates comparisons that did not reveal statistical signifi-
cance (p>0.05). When comparing B,-tg with wildtype (C), and f,-tg/
Gay, ™'~ with B,-tg mice (D), the top scoring IPA network indicated
differences related to cardiac dysfunction and cardiovascular disease.
Red indicates that in the genotype mentioned first, a protein is more
phosphorylated relative to the comparator; green stands for reduced
phosphorylation. For example, phospholamban (PLN) phosphoryla-
tion is increased in f,-tg compared to wildtype myocytes, while it
is reduced in B;-tg/Goy; ™~ compared to B;-tg mice. Relationships
between proteins (nodes) and heart diseases (cardiac fibrosis, cardiac
hypertrophy) are indicated (7, toxicity-related (“tox”) lists)

Previously, we found a decreased density of ventricular
L-type calcium currents (LTCC) in ventricular cardiomy-
ocytes from Gay,-deficient mice, while it was increased
in Gayz-deficient cardiomyocytes (Dizayee et al. 2011).
Though in other models an increase of ventricular calcium
currents led to cardiac damage and dysfunction in the long
run (Muth et al. 1999; Nakayama et al. 2007; Beetz et al.
2009), Gaoy; deficiency does not impair cardiac function
((Jain et al. 2001) and this study). f,-Adrenoceptors couple
to both G, and G; proteins, while G proteins are considered
the cognate interaction partners of §;-adrenoceptors (Xiao
et al. 1999; Seyedabadi et al. 2019). However, ;- and p,-
adrenergic signaling seems to be modulated by G; proteins
including mechanisms independent of direct receptor cou-
pling (Li et al. 2004; Martin et al. 2004; Melsom et al.
2014). Thus, it cannot be excluded that the above-men-
tioned differences between ventricular calcium currents in
either Goy,- or Goys-deficient mice also have a role in the
development of cardiomyopathy in the f;-tg mouse model.

The data discussed so far do not explain our findings
regarding the opposing effects of Go;, and G5, but PLN
expression and activity as well as ventricular L-type calcium
currents should be the subject of further investigations into
possible molecular mechanisms underlying the differential
effects of Ga; isoforms in cardiomyopathy. Figure 9 and
Table 3 summarize results on mechanisms that might con-
tribute to isoform-specific signaling via inhibitory G-pro-
teins in the heart.

Limitations of the study

The focus of our study centered on the hypothesis that G,
and Gao;, have different isoform-specific effects in a mouse
model of dilated cardiomyopathy, despite sharing very high
amino acid identity. In fact, we found significant functional
differences between the two Ga; isoforms. When evaluating
these results, however, some methodological peculiarities
must be considered that have an impact on the interpretation
of the results.

Firstly, the data on qualitatively distinct differences in
the effects of Go;, (Keller et al. 2015) and Ga;; deficiency
are based on two separate studies in which the gene-defi-
cient mice were each tested against wildtype controls, but
not directly against each other. Not least for animal welfare
reasons, we were not able to retest a Gay,-deficient cohort
in our current study.

Furthermore, we used global Ga; knockouts in the cur-
rent and our previous study (Keller et al. 2015). Thus, we
cannot exclude the possibility that extra-cardiac effects
had an impact on the cardiac phenotype. However, previ-
ous studies comparing Goy,- and Gaoy;-deficient mice with
their respective wildtype controls showed that, for example,
basal heart rate or blood pressure was unchanged (Jain et al.
2001; Albarran-Juarez et al. 2009). Furthermore, unaltered
hypotensive effects following systemic o,-AR stimulation
indicated normal circulatory regulation in Goy,- and Goy3-
deficient mice, respectively (Albarran-Juarez et al. 2009).
We did not obtain catecholamine levels in our study. In
a previous study, however, norepinephrine release from
atria or brain cortex slices was not altered in Go;,- or
Gay;-deficient mice (Albarran-Judrez et al. 2009). Further-
more, given the unchanged basal values of heart rate and
blood pressure in the absence of Gy, or Gay;, significant
changes in catecholamine levels seem rather unlikely (Jain
et al. 2001; Albarran-Juarez et al. 2009; Keller et al. 2015).
Another study revealed the contribution of endogenous cat-
echolamines to the phenotype of f;-tg mice to be negligible,
thus arguing against a significant increase in catecholamine
levels in this model, too (Engelhardt et al. 2001b).

The mouse model of f;,-AR overexpression is a well-
established and thoroughly characterized murine heart-
failure model, but differs in some features from human
heart failure. For example, there is up—instead of down—
regulation of §,-AR (Bristow et al. 1986; Engelhardt et al.
1999). However, ;-AR overexpression can be considered
as mimicking the chronically increased sympathetic stimu-
lation observed in human heart failure (Engelhardt et al.
1999; Baker 2014). Although the transgenic approach dis-
plays a “non-physiologically” high ;-AR expression level,
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Fig.9 Isoform-specific Go; functions possibly involved in heart dis-
ease. 1: Gay,, but not Go;3, mediates signal transduction upon M-AChR
stimulation and thereby may protect against f;-AR-mediated over-
stimulation, e.g., with respect to Ca* influx via L-type Ca’* chan-
nels (Cay1.2) (Nagata et al. 2000). 2: With increased signal transduc-
tion via $,-AR, Gu;, increases the activity of individual Cay1.2, while
Gay; inhibits channel activity (Foerster et al. 2003; Klein 2009). 3: The
coupling of B,-AR to Gay; may be stronger than to Gay,, e.g., depend-
ing on the local membrane charge (Strohman et al. 2019). 4: Under
basal conditions, Goy, appears to increase Cayl.2-mediated I, or
to compensate for presumed inhibitory effects of Goy; and vice versa
((Dizayee et al. 2011), but: (Nagata et al. 2000)). 5: Gay,, but not Goys,
mediates phosphorylation of ERK and may thereby be involved in the
stimulation of Cay1.2 (Dizayee et al. 2011). The effect of ERK phos-
phorylation on heart disease has been described to be either harm-
ful or protective, probably depending on the stimulus (Lorenz et al.
2009; Ruppert et al. 2013). Overall, G; proteins differentially modu-

the (over-)expression levels in the C57BL/6-based mice
we used here are significantly lower than on the FVB/N
background on which the model was originally generated
(Keller et al. 2015).

Here, we analyzed cardiac function only under basal
conditions. A future study using stressors (e.g., dobu-
tamine), could potentially reveal further differences
between Goy; isoforms, e.g., a possibly increased functional
reserve in f;-tg mice lacking Goys.

Some of our results were supported by proteomics anal-
ysis (e.g., with respect to PLN, fibrosis, or hypertrophy).
However, it should be noted that this was mainly a screen-
ing approach. Nevertheless, the results obtained may point
to future studies on the role and molecular mechanisms of
Gay,- and Gaj;-mediated signaling in heart failure.
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late Cay1.2 and thus I, via several isoform-specific mechanisms that
depend among other things on the (level of) activity of p;-AR, f,-AR,
and/or M-AChR. Alterations in Cay1.2 activity and/or I,; have been
associated with cardiomyopathy and heart failure (6). 7: Go, defi-
ciency led to an increase, Goy; deficiency to a decrease of Kir3/GIRK
mediated currents (Nobles et al. 2018). Lack of Gay, thus might be
pro-arrhythmic. Arrhythmia is a major reason of death in heart failure,
and rhythm disturbances might cause or aggravate cardiomyopathy (8).
“4+” means stimulation/increase, ““—” inhibition/decrease. “?” indicates
that an interaction, a contribution or a consequence is not clear or fully
understood. AC: adenylyl cyclase; p,-AR: B;-adrenoceptor; ,-AR: f,-
adrenoceptor; ERK: extracellular signal-regulated kinase; Kir3/GIRK:
inward-rectifier potassium channel/G protein-coupled inward-rectifier
potassium channel; M-AChR: muscarinic acetylcholine receptor

Conclusion

Gay; deficiency has no detrimental effects in a mouse
model of dilative cardiomyopathy and even appears to be
cardio-protective. Our current and previous results indicate
a f;-AR-mediated impairment whose development is oppo-
sitely associated with the expression of either Gay;, or Goys.
Although the underlying molecular mechanisms remain
to be elucidated in further studies, our findings indicate
isoform-specific interventions into G;-dependent signaling
pathways (e.g., inhibiting Go;3) to be promising novel strate-
gies for cardio-protective therapies.
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4. Diskussion

4.1 Therapeutische Uberlegungen bei der Herzinsuffizienz

In der Entwicklung einer (chronischen) Herzinsuffizienz flihrt initial ein pathologischer Stimulus (z.B.
ein  Myokardinfarkt) zu einer Verringerung des Herzzeitvolumens (HzV).”®>’® Durch
Kompensationsmechanismen mittels vermehrter ADH-Ausschiittung, Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) und des Sympathikus kommt es zu einer voriibergehenden
Steigerung des HZV und der Organperfusion.”!° Die akute kardiale Verbesserung wird im Wesentlichen
erreicht durch eine Erhéhung der Herzfrequenz und Kontraktilitdt sowie eine vermehrte Natrium- und
Wasserretention mit Vorlasterhéhung.”?® Eine dabei begleitende Vasokonstriktion mit
Blutdruckanstieg erhdht wiederum die Nachlast und verringert folglich das HZV.”*° Bedingt durch ein
vermindertes HZV sowie durch Zunahme der Retention fiihrt die Vorlasterhbhung zu einer
gesteigerten Freisetzung von natriuretischen Peptiden, die der Vasokonstriktion und erhdhten
Natrium-/ Wasserretention entgegenwirken.”!® Langfristig kdnnen die genannten, zunichst
hilfreichen Kompensationsmechanismen im Rahmen von Umbauprozessen im kardialen Remodeling
resultieren, wodurch die Herzleistung zunehmend abnimmt und sich die hdmodynamische Situation
sowie kardiale Prognose verschlechtern.”?® Diesen Circulus vitiosus gilt es therapeutisch zu
unterbrechen (Abb. 3a).

Im Rahmen einer nicht-invasiven Therapie stehen bei einer (chronischen) Herzinsuffizienz mit
reduzierter Ejektionsfraktion (HFrEF) medikamentds neben einer meist begleitenden
(symptomatischen) Diuretika-Behandlung in erster Linie vier prognoseverbessernde Substanzklassen

zur  Verfigung.>0

Hierzu zdhlen ACE-Hemmer/ ATi:-Rezeptor-Antagonisten (insbesondere
Candesartan, Valsartan und Losartan; nachrangige Alternative zu ACE-Hemmern im Falle einer
Unvertraglichkeit gegeniiber ACE-Hemmern)/ Angiotensin-Rezeptor-Neprilysin-Inhibitoren (ARNI),
Betablocker (B-Blocker), Mineralocorticoidrezeptor-Antagonisten und SGLT2-Inhibitoren.”*° ACE-
Hemmer/  ATi-Rezeptor-Antagonisten/ ARNI und  Mineralocorticoidrezeptor-Antagonisten
beeinflussen im Wesentlichen das RAAS-System mittels verminderter Wirkung durch Angiotensin I,
bzw. Aldosteron und bewirken damit eine Senkung der Vor- und Nachlast und sie steuern dem
kardialen Remodeling entgegen.”® In der Niere synthetisiertes Renin spaltet das in der Leber
produzierte Angiotensinogen in Angiotensin |, welches durch vor allem in Endothelzellen der Lunge
gebildetes Angiotensin converting enzyme (ACE) in Angiotensin Il umgewandelt wird.1%3%%4 Durch
Hemmung der zuletzt genannten Reaktion entfalten ACE-Hemmer ihre Wirkung.””*® Angiotensin I
bewirkt eine Vasokonstriktion, eine Freisetzung von ADH und eine vermehrte Ausschiittung von

Aldosteron, das zu einer zunehmenden Natrium- und Wasserretention fiihrt.”293194 Angiotensin 1l wirkt

Uber verschiedene Rezeptoren, aus kardiovaskuldrer Perspektive ist primar der AT:-Rezeptor von
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Bedeutung.1®*1%* Durch eine Blockade hier iben AT;-Rezeptor-Antagonisten ihre Wirkung aus.”0
Mineralocorticoidrezeptor-Antagonisten  binden  kompetitiv. und blockieren damit den
Aldosteronrezeptor im distalen Tubulus und Sammelrohr der Niere, wodurch die Synthese von
Natrium- und Kaliumkanéalen gehemmt wird und folglich weniger Natrium und Wasser resorbiert und
vermindert Kalium ausgeschieden werden.”1%103104 ARNI hemmen das Enzym Neprilysin, wodurch der
Abbau natriuretischer Peptide inhibiert wird.>® Da Neprilysin zudem Angiotensin Il abbaut, erfolgt
eine Kombination mit dem AT;-Rezeptor-Antagonisten Valsartan, um die Effekte erhohter Angiotensin
[I-Spiegel aufzuheben.1%1% Die gleichzeitige Anwendung eines Neprilysin-Inhibitors und ACE-Hemmers
ist nicht moglich, da bereits die alleinige Neprilysin-Hemmung mit einem relevanten Risiko fiir ein
Angioddem verbunden ist.!% Die Kombination von Neprilysin-Hemmer und dem AT;-Rezeptor-
Antagonisten ist somit als ein Kompromiss zu verstehen.'® SGLT2-Inhibitoren wirken am proximalen
Tubulus der Niere, indem sie spezifisch den renalen, natriumabhadngigen Glukosetransporter SGLT2
hemmen und folglich die Glukoseausscheidung Uber den Urin gesteigert wird mit vermehrter
osmotischer Diurese sowie damit einhergehend reduziertem Plasmavolumen und konsekutiver Vor-
und Nachlastsenkung.”* Urspriinglich wurden SGLT2-Inhibitoren zur Therapie des Diabetes mellitus
entwickelt und verwendet.”* Im Rahmen der Zulassungsstudien zeigten sich unerwartete, unabhangig
der antidiabetischen Wirkung, positive Nebeneffekte. Der detaillierte, a.e. multifaktorielle
Wirkmechanismus eines dartiber hinaus bestehenden kardio- und nephroprotektiven Effekts ist aktuell
unklar.”! Das Einsatzgebiet der Substanzklasse wurde entsprechend erweitert und beinhaltet derzeit
die Behandlung des Diabetes mellitus Typ |IlI, der Herzinsuffizienz und der chronischen
Nierenerkrankung.”*

Betablocker wirken zwar auch innerhalb des RAAS-Systems durch eine Inhibierung der
Reninfreisetzung in der Niere, primdr entfalten sie ihre Wirkung jedoch durch Blockade von
Bi-Rezeptoren am Herzen, den dort dominanten B-Adrenozeptoren (B-AR), mittels kompetitiver
Hemmung.””%74 Betablocker bewirken durch Verdriangung der Katecholamine eine Verminderung der
sympathikoadrenergen Stimulation des Herzens mit negativer Chrono- (Absenkung der Herzfrequenz),
Dromo- (Verlangsamung der Erregungsleitung), Ino- (Abnahme der Kontraktilitdt) und Bathmotropie
(Verringerung der Erregbarkeit/ Reizschwellenerhéhung).”?’* Durch eine potentiell zusitzliche
Wirkung auf PB;-Rezeptoren in Bronchien und Blutgefalen kann es zu einer Broncho- und

Vasokonstriktion kommen.”%73

Auch (unerwiinschte) metabolische Effekte sind grundsatzlich
moglich.”73 Entsprechend werden in der Therapie der Herzinsuffizienz kardioselektive Betablocker mit
relativer Bevorzugung der Bi1-Rezeptoren praferiert (z.B. Bisoprolol oder Metoprolol) neben Carvedilol
und Nebivolol.®>7%74 Betablocker mit intrinsischer sympathomimetischer Aktivitat (ISA) haben in der
Behandlung kardiovaskulidrer Erkrankungen praktisch keinen Stellenwert.”?’* Einige Betablocker

haben dariiber hinaus eine vasodilatierende Wirkung, dies entweder durch zusatzliche
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az-Rezeptorblockade (z.B. Carvedilol), Bo-Rezeptorstimulation (z.B. Celiprolol) oder Stimulation der
NO-Synthese im GefiaRendothel (z.B. Nebivolol [auch Bi-selektiv]).”?”®> Gemeinsam ist den klinisch
relevanten Betablockern die Bindung und damit antagonistische Wirkung am B:-Adrenozeptor.”74
Dieser G-Protein gekoppelte Rezeptor leitet extrazellulare Signale nach Binden von Katecholaminen
via G-Proteinen in das Zellinnere weiter.®” Die aktivierte Untereinheit eines stimulierenden G-Proteins
(Gas) setzt die Signaltransduktion fort und aktiviert die Adenylatcyclase (AC) mit konsekutiv hoheren
Konzentrationen des Second Messengers cAMP und folglich erhdhter Aktivitat der Proteinkinase A
(PKA).%8% Es kommt zu einer Phosphorylierung unterschiedlicher (intrazelluldrer) molekularer
Zielstrukturen, darunter sarkolemmale L-Typ-Calciumkandle (LTCC), sarkoplasmatische
Ryanodinrezeptoren (RyR2), Phospholamban und Myofilamente mit u.a. daraus resultierender
Erhéhung der kardialen Inotropie.”® (Abb. 3b) Diese dargestellte klassische B-AR vermittelte
Signalkaskade wird durch weitere komplexe Mechanismen und Interaktionspartner beeinflusst.®”-7°
Eine dauerhafte B-adrenerge Stimulation kann zum o.g. kardialen Remodeling fihren.”!° In diesem
Zusammenhang ist eine PKA-unabhingige gesteigerte Aktivitit der Ca?/Calmodulin-abhingigen
Proteinkinase (CaMKII) beschrieben, die zur Apoptose der Kardiomyozyten fiihrt (Abb. 3b).8% Neben
Umbauprozessen wie Dilatation, Fibrose und Hypertrophie wird dabei auch eine Desensibilisierung des
Myokards gegeniiber adrenerger Stimulation mit einer Runterregulation und funktioneller
Rezeptorentkopplung der Bi-AR beobachtet.”>”” Dies ist die Folge einer PKA- und B-AR Kinase (BARK)-
induzierten Phosphorylierung des Rezeptors mit anschlieRender Bindung des Rezeptorhemmers
B-Arrestin, die verminderte Expression das Resultat einer Rezeptorinternalisierung und verminderten
Rezeptor-(mRNA-)Synthese.”®”” Demgegeniiber bleibt die Anzahl der B,-AR erhalten, wobei auch hier
eine stimulierende adrenerge, PKA-vermittelte Antwort verringert ist.?2’® B,-AR binden sowohl
stimulierende (Gs), als auch inhibitorische (G;) G-Proteine.'* Unter anhaltender adrenerger Stimulation
kommt es zu einer Anderung der B,-vermittelten Signaltransduktion mit Wechsel von Gs-vermittelter
zu Gi-vermittelter Signalkaskade als Folge einer PKA-induzierten Rezeptorphosphorylierung und
Hochregulation mit potentiell funktioneller Relevanz der Gi-Proteine.}*?>7981 |m kardiovaskuldren
System werden im Wesentlichen die zwei Gai-lsoformen Gai und Gaj;, unterschieden mit
zunehmender Evidenz fiir Subtyp-spezifische Effekte. 2939

Dabei wird Gaj; mit Kardioprotektion in Zusammenhang gebracht, wohingegen Gais mit schadlichen
Effekten assoziiert ist.3>**°! Der exakte molekulare Mechanismus ist dabei aktuell nicht geklart.
Hinsichtlich potentieller Isoform-spezifischer, kardialer Effekte scheint u.a. Gai; im Gegensatz zu Gais
Signale des muskarinergen Acetylcholin-Rezeptors (mAChR) zu vermitteln und einer B-adrenergen
Stimulation von L-Typ-Calcium-Stréomen (lcal) entgegenzuwirken.®? Gai, hemmt mittels PI3K/ Akt die
Bi-induzierte Apoptose, verringert (iber Phosphodiesterase 4 (PDE4) die PKA-Aktivitdat und vermindert

damit letztlich die klassische Bi-vermittelte Phosphorylierungskaskade (Abb. 3b).>* 8 Des Weiteren
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zeigten Daten von Knockout Mausen, dass ein Fehlen von Gai; zu einer Abnahme der basalen lcay,
wohingegen ein (absoluter) Gajz-Mangel zu einem Anstieg der basalen Ic,. fiihrt.3! Isoform-spezifisch
aktiviert Gai; LTCC, wihrend Gais diese inhibiert.*®#* AuRerdem scheint Gaiz entgegengesetzt zu Gai;
die Aktivitat von Kir3/GIRK-Kanilen zu stimulieren.® Dariiber hinaus ist bei Gai; im Gegensatz zu Gais
eine Vermittlung innerhalb der mAChR-induzierten ERK (extracellular signal-regulated kinase )-
Phosphorylierung beschrieben.3!

Bei allen Uberlegungen hinsichtlich der (sympathoadrenergen) Signaltransduktion bei Herzinsuffizienz
beruht die Wirkung der Betablocker in erster Linie auf einem Antagonismus am Anfang der genannten
B-adrenergen Signalkaskade.””’* Eine zentrale Frage ist, ob eine selektive Therapie unterhalb der B-AR
nicht von Vorteil wére, ohne das gesamte B-AR-/ cAMP-/ PKA-System zu beeinflussen. Hinsichtlich
Subtyp-spezifischer Funktionen der Gi-Proteine erscheint es pathophysiologisch sinnvoll, protektive
Effekte von Gai; zu starken und schadliche Auswirkungen von Gais zu limitieren.

Als potentielle Akteure unterhalb der Ebene G-Protein gekoppelter Rezeptoren werden
Phosphodiesterase-Hemmer (PDE-Hemmer) nach ihrer spezifischen Enzymhemmung unterschieden
und finden diverse therapeutische Anwendungen.®% Waihrend PDE5-Hemmer (z.B. Tadalafil oder
Sildenafil) durch verminderten Abbau von cGMP und daraus resultierender Vasodilatation und
Muskelrelaxation in der Therapie der pulmonalen Hypertonie und erektilen Dysfunktion eingesetzt
werden, finden PDE3-Hemmer (wie Milrinon) als Reservemedikament Einsatz in der Kurzzeit-
Behandlung einer schweren/ dekompensierten, akuten Herzinsuffizienz, wenn andere positiv inotrop
wirkende Substanzen, wie beispielsweise das Katecholamin Dobutamin oder der Calcium-Sensitizer
Levosimendan, keine ausreichende Wirkung erzielen.®¢# Durch Hemmung des abbauenden Enzyms
von cAMP mit folglich erhohter Konzentration des Second Messengers wird am Myokard durch
erhohte Calciumkonzentrationen eine positive Inotropie erzielt, wohingegen in peripheren GefaRen es
zu einer Vasodilatation kommt.®8  Aufgrund eines ausgeprdgten  unerwiinschten
Nebenwirkungsprofils (u.a. pro-arrhythmogen und Risiko fiir Hypotonie) ist die Anwendung zeitlich
sehr begrenzt.8#° PDE4-Hemmer (z.B. Roflumilast) bewirken einen Anstieg von cAMP und sind in der
Behandlung der (schweren) COPD zugelassen.®®92 Bei Patienten mit Herzinsuffizienz werden sie
ausdriicklich nicht empfohlen.®? Die Expression von PDE4 ist bei Herzinsuffizienz herunterreguliert.®
Daten von Mausen zeigen, dass ein PDE4-Mangel eine Herzinsuffizienz begiinstigt.>® Da Gai; mogliche
protektive Effekte Uber PDE4 ausibt als Gegenregulation der klassischen Bi-vermittelten
Phosphorylierungskaskade, kénnte die Wirkung von PDE4-Hemmern hier als antagonistisch
interpretiert werden.> 8

Ein Gais-Mangel mittels genetischen Knockouts hat sich im Ischamie-Reperfusions-Modell sowie im

aktuellen Mausmodell der Herzinsuffizienz, das dieser Arbeit zugrunde liegt, als vorteilhaft
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erwiesen.>>%! Entsprechend wére eine gezielte Hemmung, bzw. Runterregulation des Proteins eine
denkbare therapeutische Option.

Monoklonale Antikérper, wie sie u.a. in der Krebstherapie verwendet werden, kdnnen spezifisch
bestimmte Molekiile (Epitope) binden und diese blockieren, weshalb sie groBes Potential als
Arzneimittel besitzen.®*% Eine (iberlegenswerte therapeutische Méglichkeit wire die spezifische
Bindung und Inaktivierung von Gais durch monoklonale Antikérper. Sie sind allerdings in erster Linie
auf extrazelluldre Ziele ausgerichtet, sodass ihr Einsatz bei therapeutisch wichtigen intrazelluldren
Zielstrukturen begrenzt ist aufgrund der Unfdhigkeit der Antikérper, die Zellmembran zu
tberwinden.’® Folglich wurden Verfahren, wie z.B. die Microinjektion oder die Elektroporation,
entwickelt zur Einbringung von Antikérpern in die Zelle und Entfaltung ihrer Wirkung dort. °® In-vivo
haben sich diese Methoden jedoch bislang als nicht praktikabel erwiesen.®

Seit einigen Jahren sind sogenannte small interfering RNA (siRNA) zunehmend Gegenstand der
Forschung und werden therapeutisch genutzt zur gezielten Blockade spezifischer Gen-Sequenzen
mittels RNA-Interferenz (RNAI).9"1°2 Von auRen in die Zelle eingebrachte siRNAs/ RNAi-Therapeutika
binden an komplementdare mRNAs und fihren zu deren Abbau, sodass die Genexpression gehemmt
wird (sog. ,Gen-Silencing”). 91%2 Auf diese Weise ist es méglich, bestimmte Proteine in ihrer Synthese
zu hemmen.’”12 Eine Isoform-spezifische Anwendung innerhalb von Gi-Proteinen im Sinne einer
zielgerichteten Therapie durch Hemmung von Gai; kénnte eine vielversprechende neue Strategie in
der Herzinsuffizienz-Behandlung darstellen (Abb. 3b).

Hier stehen wir aktuell am Anfang und zunachst sind tierexperimentelle Versuche notwendig, um
Effekte und Mechanismen der Gi-Proteine bei Herzinsuffizienz noch besser zu verstehen.

In der aktuellen Studie untersuchten wir daher die Rolle und Auswirkungen eines Gaiz-Mangels in
einem durch Bi-Adrenozeptor Uberexpression vermittelten Mausmodell der Herzinsuffizienz mit dem

Ziel, inhibitorische G-Proteine als potentielles therapeutisches Target zu identifizieren.
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Abbildung 3a. Circulus vitiosus in der Pathophysiologie der Herzinsuffizienz mit Fokus auf die

B-adrenerge Signalvermittlung.

Initial fuhrt ein pathologischer Stimulus mit kardialem Schaden zu einer Verringerung des

Herzzeitvolumens (HZV).”97° Mittels Kompensationsmechanismen (vermehrte ADH-Ausschiittung,

Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) und des Sympathikus) wird eine

voriibergehende Steigerung des HZV und der Organperfusion gewahrleistet.”!° Langfristig kdnnen

diese Mechanismen durch Umbauprozesse zum schadlichen kardialen Remodeling mit progredienter

Verschlechterung der Hamodynamik fiihren.”!® Dieser Circulus vitiosus kann hinsichtlich der

B-adrenergen Signaltransduktion beispielsweise durch B-Blocker, wie sie in der Herzinsuffizienz-

Therapie tiblich sind, unterbrochen werden (niheres hierzu s. Abbildung 3b).>1° Weitere Abkiirzungen:

ADH: Antidiuretisches Hormon; H,0: Wasser; Na*: Natrium; (Abb. in Anlehnung an El-Armouche et al.

(2009).)7
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Abbildung 3b. Signaltransduktion der B;- und B-Adrenozeptoren (AR) via G-Proteine im Herzen
sowie potentielle therapeutische Zielstrukturen in der B-adrenergen und G-Protein vermittelten
Signalkaskade.

Die , klassische” B1-AR vermittelte Signalvermittlung erfolgt liber ein stimulierendes G-Protein (Gas)
mit Aktivierung der Adenylatcyclase (AC), konsekutiv hoheren Konzentrationen des Second
Messengers cAMP und folglich erhdhter Aktivitit der Proteinkinase A (PKA).%8%° Es folgt die
Phosphorylierung unterschiedlicher molekularer Zielstrukturen mit u.a. hieraus resultierender
Erhéhung der Herzfrequenz und Inotropie.”® Eine dauerhafte Bi;-adrenerge Stimulation fiihrt durch
eine Anderung des Signalwegs mit Abnahme der PKA-Phosphorylierungskaskade und gesteigerten
Aktivitat der Ca?*/Calmodulin-abhdngigen Proteinkinase (CaMKIl) zur Apoptose der Kardiomyozyten
und zum kardialen Remodeling.®® B,-Adrenozeptoren binden sowohl an stimulierende, als auch
hemmende G-Proteine.’* Inhibitorische G-Proteine (Ga;) kénnen die Gos-vermittelte
Signalweiterleitung (iber Phosphodiesterase (PDE) inhibieren.>* 8 Zudem sind anti-apoptotische
Effekte beschrieben, hier dargestellt Giber den Akt- und ERK-Signalweg.>* 8 A: B-Blocker wirken am

Anfang der genannten B-adrenergen Signalkaskade mittels kompetitiver Hemmung am B-AR.7%7%
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B: Phosphodiesterase-Hemmer (PDE-Hemmer) wie z.B. PDE3-/4-Hemmer inhibieren innerhalb der
Gai-vermittelten Signaltransduktion und fihren durch Hemmung des abbauenden Enzyms zu einer
erhéhten Konzentration des Second Messengers cAMP.8%92 C: Durch small interfering RNA (siRNA) ist
mittels RNA-Interferenz (RNAI) grundsatzlich eine (Subtyp-spezifische) Hemmung von Gai-Proteinen
im Sinne von ,Gen-Silencing” denkbar.””92 Weitere Abkiirzungen: Akt: Proteinkinase B; ATP:
Adenosintriphosphat; cAMP: Cyclisches Adenosinmonophosphat; Ca?": Calcium; ERK: extracellular
signal-regulated kinases; LTCC: L-Typ-Calciumkanal, MEK: Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinase;
PLN: Phospholamban; PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase; Raf: rapidly accelerated fibrosarcoma/ rat
fibrosarcoma - eine Familie von Proteinkinasen; Ras: Akronym fir rat sarcoma - Proto-Onkogen, das
fir ein kleines G-Protein kodiert; RyR: Ryanodin-Rezeptor; SR: Sarkoplasmatisches Retikulum; Src:

Akronym fiir sarcoma — eine Tyrosinkinase; Tnl: Troponin I; (Abb. in Anlehnung an Xiao et al. (2006).)%

4.2 Rolle der Gi-Proteine in einem durch B;-Adrenozeptor Uberexpression vermittelten Mausmodell
der Herzinsuffizienz

Bi-transgene (Bi-tg) Mause prasentieren sich mit einer progredient eingeschrankten kardialen
Funktion, vergesellschaftet mit einem verringerten Uberleben, sodass diese genetisch veranderten
Tiere ein geeignetes Herzinsuffizienzmodell darstellen, um das zusatzliche Fehlen von Ga; zu
untersuchen.®17434% Der in der Vorgingerstudie im Fokus stehende (absolute) Gai,-Mangel hatte in
einem durch B;-Adrenozeptor (Bi-AR) Uberexpression vermittelten Mausmodell der Herzinsuffizienz
schadliche, kardiale Effekte gezeigt.”® Im Zentrum der aktuellen Studie stand die Analyse der eng
verwandten Gaiz-lIsoform mit der Frage, welche Rolle diese einnimmt im gleichen Modell der
Herzinsuffizienz.%! Zentrale Punkte waren hierbei, ob ein kompletter Gaiz-Mangel die kardiale Funktion
und die Prognose der Bi-tg Mause beeinflusst und wenn ja, auf welche Weise. Prazise sollte dabei
evaluiert werden, ob ein moglicher Effekt schadlich ist, ob keine Auswirkungen beobachtet werden

kénnen oder ob sogar protektive Eigenschaften nachzuweisen sind.!

Die Ergebnisse der aktuellen Studie zeigten, dass das Fehlen von Gais; in B1-AR Uberexprimierenden
Mausen vorteilhaft, bzw. protektiv war durch das Verlangsamen oder sogar Verhindern der
Entwicklung einer Herzinsuffizienz.’* Demgegeniiber konnte durch unsere Arbeitsgruppe im Vorhinein
demonstriert werden, dass ein Gai,-Mangel in Bi-tg Mausen die Herzinsuffizienz aggravierte.”® Dabei
konnten relevante Auswirkungen der Herzinsuffizienz bereits zu einem Zeitpunkt nachgewiesen
werden, noch bevor eine Herzinsuffizienz in den Bi-AR (iberexprimierenden Tieren apparent wurde.®
Dies trat in einem Alter von ca. 300 (B1-tg/Gai”), bzw. 550 (B1-tg) Tagen auf.**** Somit kann der gleiche

Effekt eines Gai-Mangels im Vergleich zum Gai-Knockout in dem durch Bi-AR Uberexpression
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vermittelten Mausmodell der Herzinsuffizienz ausgeschlossen werden. Diskutabel ist die Annahme, ob
die verbleibende Gai-Isoform funktionell die Fehlende durch eine mogliche Hochregulation ersetzt,
wie zuvor durch einige Autoren beschrieben.3*3>373% Allerdings ist die Literatur uneinheitlich bei den
Ergebnissen von Western-Blot-Analysen bezliglich der gesteigerten kardialen Gai;-Expression bei Gas-
Knockout M&usen auf Proteinebene.3%3135% |n der aktuellen Studie haben wir keine Hochregulation
von Gai, auf Proteinebene beobachtet.”! Interessanterweise kam auf mRNA-Ebene einzig eine
signifikant hohere Gai;- (Gnai2 mRNA) (und Gais- (Gnai3 mRNA)) Expression in den Bi-tg Mausen zur
Darstellung im Vergleich zum Wildtyp, den Gais-Knockout Mausen und Bi-tg Tieren mit Gas-
Knockout.®® Ein pathologischer Stimulus, hier eine voranschreitende Herzinsuffizienz, scheint dabei
eine Uberexpression mit potentiell funktioneller Relevanz der Gai-Proteine zu begiinstigen, dhnlich wie
bereits in der Literatur beschrieben.'*?27%81 Das Expressionsniveau von Gaj,; unterschied sich auf
mRNA-Ebene nicht zwischen Wildtyp, Gais-Knockout Mausen und Bi-tg Miusen mit Gais-Knockout.??
Diese Ergebnisse konnten ein Hinweis sein, dass die kardiale Auswirkung, bzw. der Schutz vor der
Entwicklung einer Kardiomyopathie weniger wahrscheinlich ist durch ein kompensatorisch ,glinstiges”
Wirken des vermeintlich protektiven Gai, als tatsdchlich der Effekt eher durch das Wegfallen des
mutmaRlich "schadlichen" Gais bedingt sein konnte. Auf Proteinebene haben wir keine signifikanten
Unterschiede festgestellt.’ In mit Isoprenalin behandelten Ratten war die gesteigerte Konzentration
von Gaj-kodierender RNA (Gnai mRNA) deutlich ausgepragter gegeniliber der Ga-Konzentration auf
Proteinebene.*®*” Dementsprechend kann ein lediglich diskreter Anstieg der Gai-Proteinexpression in
der aktuellen Studie nicht sicher widerlegt werden.

Wie zuvor erwahnt, gilt es allgemein jedoch zu beachten, dass die kardiale Expression von Gai,
generell die von Ga;s Gibersteigt.®>4° Folglich kann nicht ausgeschlossen werden, dass Ga, bereits auf
unverdandertem, bzw. gewodhnlichem Expressionsniveau funktionell Gaiz kompensiert. Demgegeniber
koénnten kardiale Gais-Spiegel grundsatzlich zu niedrig sein, um im Falle eines Gaj,-Mangels diesen zu
kompensieren. Dies konnte erklaren, warum wir im Rahmen der Vorgangerstudie schadliche Effekte
beim Fehlen von Gaj; beobachteten, obwohl statistisch ein signifikanter Expressionsanstieg von Gais
auf Proteinebene zu verzeichnen war.* Auch ein oben bereits erwdhnter subtypspezifischer Effekt ist
statt eines reinen Kompensationsmechanismus potentiell denkbar. Aufgrund einer embryonalen
Sterblichkeit von Gaiyis-Doppel-Knockout Mausen sind diese Tiere ungeeignet in der
Hypothesentestung, ob Gai-Isoformen sich gegenseitig ersetzen kénnen in Bi-tg Mausen.*

Das mittlere Uberleben der B;-tg Mause (Herzinsuffizienzmodell der aktuellen und vorausgegangen
Studie) zeigte sich erheblich reduziert. °* Bei zusatzlichem Fehlen von Gai, war das Uberleben nochmals
deutlicher verkiirzt.** Im Gegensatz dazu war in der jetzigen Studie das Uberleben der B;-tg Mause mit
Gais-Knockout signifikant ldnger als bei den Mausen, die nur den kardialen Bi-AR liberexprimierten.!

Zwar kamen in den 550 Tage alten Bi-tg Mausen, denen Gais fehlte, eine gesteigerte ventrikulare
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Fibrose und erhohte natriuretische Peptide auf mRNA-Ebene verglichen mit dem Wildtyp zur
Darstellung, jedoch waren das Fibrose-Ausmal’ und das ANP-Expressionslevel signifikant niedriger als
bei den Bi1-tg Mausen.®* AuBerdem war Letzteres erheblich geringer als jenes der 300 Tage alten Bi-tg
Mause mit Gai,-Mangel in der Vorgangerstudie.*® 9!

Eine kardiale Uberexpression der B,-Adrenozeptoren (B,-AR) fiihrt ebenfalls zu einer Herzinsuffizienz,
jedoch ist hier ein signifikant héheres AusmaR an Uberexpression erforderlich.’® Ahnlich zu den
Ergebnissen hinsichtlich der Bi-tg Mause, verkirzte in einer anderen Studie das Fehlen von Gai;
drastisch das Uberleben der Maiuse mit Uberexpression des kardialen B,-AR.***8
Bemerkenswerterweise sind dabei B,-tg Mause mit einem homozygoten Gai-Knockout praktisch nicht
Uberlebensfahig, wahrend hier Tiere mit einem heterozygoten Gai-Knockout eine reduzierte
Lebensspanne aufwiesen, vergleichbar mit der jener B:-tg Mause, denen das gesamte Ga; fehlte.®® Zur
Erinnerung, in der dieser Arbeit vorausgegangen sowie in der aktuellen Studie wurden jeweils
homozygote Gai-Knockout-Mause untersucht.*® Diese Daten verdeutlichen méglicherweise die Rolle
der G-Proteine fur die B:-AR- oder die B,-AR-vermittelte Signalkaskade. Wahrend Gs-Proteine die
unmittelbaren Interaktionspartner von Bi1-AR sind, ist es allgemein anerkannt, dass ,-AR sowohl an
Gs-, als auch an Gi-Proteine koppeln 141>26

In Anbetracht der mutmaRlich Isoform-spezifischen Wirkungen von hemmenden G-Proteinen sollte
nicht unerwahnt bleiben, dass bei einem im Mausmodell induzierten myokardialen Ischamie-
Reperfusions-Schaden nachteilige Auswirkungen eines Gai,-Mangels im Sinne einer Zunahme der
InfarktgroRe auf der einen Seite festgestellt wurden, wahrend auf der anderen Seite ein Fehlen von
Gais kardioprotektiv durch Verringerung des InfarktausmaRes zu sein schien.?®

Insgesamt war in vorangegangen Studien das Fehlen von Gai; mit nachteiligen Effekten assoziiert und
das sowohl im gleichen Herzinsuffizienzmodell via Bi-AR Uberexpression, als auch bei B,-tg Mausen
sowie im Modell mit Ischamie-Reperfusion-induziertem kardialen Schaden als pathologischem

Stimulus.3>*348 |m Gegensatz hierzu konnten wir erstmalig zeigen, dass im durch B;-AR Uberexpression

vermittelten Mausmodell der Herzinsuffizienz ein Gais-Mangel vorteilhaft war.!

Nachdem zuvor subtypspezifische Auswirkungen von inhibitorischen G-Proteinen allgemein
thematisiert wurden, sollen im Folgenden mogliche Interaktionspartner und Zielstrukturen von
Gi-Proteinen diskutiert werden. Hinsichtlich relevanter Unterschiede Gai- und Gaiz-abhéngiger Effekte
auf zellularer und subzelluldrer Ebene ist Akt als potentieller Kandidat in der Isoform-spezifischen G-
Protein-Signalvermittlung zu betrachten. Vorherige Beobachtungen suggerieren dabei einen
interessanten Unterschied zwischen Gai- und Gais- vermittelter Signalkaskade. In neutrophilen
Granulozyten flhrte ein Gai;-Mangel zu einer gesteigerten Phosphorylierung von Akt, wohingegen ein

Fehlen von Gais in einer entsprechend verminderten Phosphorylierung resultierte.** Zuvor wurde
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beschrieben, dass Akt auf der einen Seite in der kardio-protektiven Signalvermittlung involviert zu sein
scheint, wahrend andererseits eine chronische Aktivierung der PI3K/Akt-Kaskade mit kardialer
Hypertrophie in Zusammenhang gebracht wird und dariber hinaus eine erhéhte Akt-Aktivierung bei
humaner Herzinsuffizienz beobachtet wurde.>>>! Daten einer unserer Vorgingerstudien ergaben keine
Hinweise auf relevante Unterschiede hinsichtlich der Phosphorylierung von Akt bei Gai- und Gais-
Knockout Mdausen, dies weder unter basalen Bedingungen, noch nach erfolgter Behandlung mittels
Carbachol.®! Die gegensitzlichen Ergebnisse unserer fritheren Studie und der Versuche zu den
Neutrophilen koénnten sowohl durch verschiedene Gewebe, als auch durch unterschiedliche
genetische Hintergriinde (C57BL/6 gegenuber 129/Sv), die mit phanotypischen Unterschieden in Gi-
Knockout-Modellen assoziiert sind, zu erkldren sein.**>? Beziiglich unserer vorausgegangen Resultate
im Zusammenhang mit Akt in Gai-- oder Gais- Knockout Mausen sollte bedacht werden, dass
Carbachol eher als nicht-pathologischer Stimulus zu werten ist und dass eine Stimulation
muskarinerger Rezeptoren tendenziell von Vorteil sein kdnnte unter pathologischen Bedingungen, wie
z.B. bei Herzinsuffizienz.33*> In der aktuellen Studie sahen wir keine offensichtlichen Unterschiede in
der ventrikuldren Phosphorylierung von Akt, auch wenn wir etwaige Verdanderungen nicht sicher
ausschlieRen kénnen.® Im Hinblick der sonst ausgeprdgten Effekte hinsichtlich der Akt-
Phosphorylierung bei menschlicher Herzinsuffizienz sowie in tierischen Herzinsuffizienzmodellen
erscheint es unwahrscheinlich, dass die deutlich ausgepragten Unterschiede in der Herzfunktion und

im Uberleben der Tiere in unserer Studie durch Verdnderungen der Akt-Phosphorylierung zu erklaren

sind 50,56,57

Auch die Rolle von Phospholamban (PLN) bei Herzinsuffizienz und Kardioprotektion ist erwdhnenswert
und wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht.”® Western-Blot-Daten deuteten auf eine reduzierte
PLN-Expression in Bi-tg Mdusen im Vergleich zum Wildtyp und B:-tg/Gous”” Tieren hin. Dariiber hinaus
verwendeten wir Daten der Proteinexpression und -phosphorylierung, welche wir aus ventrikuldren
Kardiomyozyten gewonnen hatten, fir eine “ingenuity pathway analysis” (IPA). Ein Benefit der IPA im
Vergleich zur manuellen Ergebnisanalyse ist eine geringere Fehler-/ (,,Bias“-) Anfalligkeit. Unsere Daten
weisen auf signifikante Unterschiede zwischen Bi-tg und B1-tg/Gais” Mausen beziiglich intrazellulirer
Signalvermittlung hin, die fiir verschiedene Herzerkrankungen wie Arrhythmie, Herzinsuffizienz oder
kardiale Fibrose von Bedeutung ist. Die aus ventrikuldaren Kardiomyozyten gewonnenen Daten legen
zwischen Gai;- und Gais-Knockout Tieren ebenfalls relevante Unterschiede in der Signallibertragung,
welche mit kardialen Erkrankungen vergesellschaftet ist, nahe. Proteomanalysen deuten in Bi-tg
Ma&usen auf eine gesteigerte Phosphorylierung des ventrikularen PLN im Vergleich zu Bi-tg/Gous™"
Tieren hin.’ Im Hinblick unserer Ergebnisse zur PLN-Expression- sowie -Phosphorylierung erscheint

insgesamt eine reduzierte Inhibierung der SERCA bei B:-tg Tieren im Sinne eines potentiellen
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Kompensationsmechanismus plausibel, da Expression und Aktivitdt der SERCA bei Herzinsuffizienz
erniedrigt sind.>® Hierzu passend fiihrte in einer Vorgangerstudie eine genetische PLN-Ablation zu einer
relevanten Reduktion der Herzinsuffizienz bei Bi-tg Tieren.>® Entsprechend kdnnte das Fehlen
kompensatorischer PLN-Veranderungen in Bi-tg/Gais” Mausen auf eine Kardioprotektion via Gaus-

Mangel hindeuten, da eine reduzierte PLN-Aktivitat hier nicht notwendig ist.

Zuvor konnte durch unsere Arbeitsgruppe eine verringerte Dichte der ventrikuldren L-Typ Ca?*-Stréme
(Ical) in ventrikularen Kardiomyozyten von Gai-Knockout Mausen gezeigt werden, wohingegen die
Dichte von lca in Gais-defizienten Kardiomyozyten erhdht war.3! Obwohl in anderen Modellen ein
Anstieg der ventrikuldren Kalziumstrome langfristig mit einer myokardialen Schadigung assoziiert war,
fiihrt ein Gais-Mangel nicht zu einer kardialen Dysfunktion.*%4% Eine Ic,-Abnahme aufgrund genetisch
bedingter Expressionsminderung des L-Typ Ca?*-Kanals fiihrte ebenfalls zu einer kardialen
Hypertrophie und Insuffizienz.?°. B,-AR binden sowohl an Gs-, als auch an Gi-Proteine, wihrend
Gs-Proteine die unmittelbaren Interaktionspartner von Bi1-AR sind.'*>26 In diesem Zusammenhang
sollte bedacht werden, dass sowohl die B:-, als auch die B,-adrenerge Signalgebung durch Ga;-Proteine
moduliert zu werden scheinen, einschlieBlich Mechanismen, die von der direkten Rezeptorbindung
unabhangig sind.?>**2> Folglich kann nicht ausgeschlossen werden, dass die oben erwahnten
Unterschiede zwischen den ventrikuldren Kalziumstromen in Gai;- oder Gais-Knockout Mausen auch
eine Rolle bei der Entwicklung der Herzinsuffizienz im Bi1-tg-Mausmodell spielen.

Nachfolgend und auf den Ergebnissen der hier vorgestellten aktuellen Arbeit aufbauend beschaftigt
sich unsere Arbeitsgruppe derzeit im Rahmen einer laufenden Studie mit der Analyse von ,,whole-cell“-
Messungen ventrikuldrer L-Typ Ca®*-Stréme (lca) aus Kardiomyozyten von PBi-tg, Bi-tg/Gai”,
Bi-tg/Gais” und C57BL/6 Mausen. Bereits im Alter von 300 Tagen zeigen sich hier augenscheinlich
interessante Unterschiede bei sowohl den basalen lc, als auch den lca. nach Stimulation mit
Isoprenalin zwischen Wildtypen und B:-tg Mausen sowie bei B1-AR Uberexprimierenden Tieren mit
zusatzlichem Gai;-, bzw. Gaiz-Mangel im Sinne von subtypspezifischen Auswirkungen. Die Resultate
hierzu werden perspektivisch in naher Zukunft publiziert (Katnahji und Matthes, personliche

Mitteilung).

Die bislang diskutierten Punkte erklaren nicht unsere Ergebnisse hinsichtlich der entgegengesetzten
Effekte von Gai; und Gais. Jedoch stellen die Regulierung von L-Typ-Calciumkanalen und die Expression
und/oder Aktivitdt von PLN vielversprechende Anknlpfpunkte fir kommende Studien dar zur
Identifizierung mutmallicher molekularer Mechanismen, die den unterschiedlichen Wirkungen der

Gai-Isoformen bei Herzinsuffizienz zugrunde liegen.
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4.3 Limitationen

Im Fokus der aktuellen Studie stand die Hypothesentestung, dass zwischen den strukturell eng
verwandten Proteinen Gai; und Gaiz unterschiedliche, Isoform-spezifische Effekte in einem
Mausmodell der Herzinsuffizienz bestehen. Tatsachlich konnten wir signifikante Unterschiede
innerhalb der genannten Gai-Isoformen nachweisen.’!

Die von uns erhobenen Daten hinsichtlich eines Gai;- (Keller et al., 2015) und Gais- (aktuelle Studie)
Mangels entspringen zwei unabhingigen Studien.**° Nicht zuletzt aus Griinden des Tierschutzes war
es uns folglich nicht moéglich, erneut eine gesamte Gai;-defiziente Kohorte in der aktuellen Studie zu
untersuchen.

Sowohl in der Vorganger-, als auch in der aktuellen Studie haben wir jeweils ein globales Ga;-Protein-
Knockout-Mausmodell verwendet mit absolutem Go;-Mangel.**°! Daher sind partielle extra-kardiale
Einflisse auf den kardialen Phanotyp nicht mit letzter Sicherheit auszuschliefRen. Allerdings haben wir
in der aktuellen Studie keine wegweisenden Unterschiede zwischen Wildtypen und Gais-Knockout
Tieren festgestellt.®! Auch in Vorgingerstudien, die Wildtypen mit globalen Gai- und Gais-Knockout
Mausen verglichen, zeigten sich keine relevanten Unterschiede hinsichtlich bspw. basaler
Herzfrequenz oder Blutdruck.*%! Darliber hinaus wiesen unverinderte hypotensive Effekte nach
systemischer a,-AR-Stimulation auf eine normale Kreislaufregulation in Gai- bzw. Gais-defizienten
Miusen hin.®! Aktuell haben wir keine Katecholamin-Spiegel erhoben. In einer weiteren Studie war
jedoch die Noradrenalin-Freisetzung in Atrien und cerebralen Cortices nicht verandert in Gai- und
Gaz-Knockout M3usen.®! Zudem sind relevante Katecholaminwertverdnderungen in Anbetracht der
indifferenten basalen Herzfrequenzen und Blutdruckwerte bei Fehlen von Gai; oder Gais
unwahrscheinlich.**3¢1 GemiR vorheriger Ergebnisse scheint der Einfluss endogener Katecholamine
hinsichtlich des Phanotyps Bi-tg Mause vernachlassigbar, das ebenfalls gegen einen signifikanten
Anstieg der Katecholaminspiegel in diesem Modell spricht.®> Perspektivisch wire ein selektiver
kardialer Gai-Protein-Knockout, bzw. eine selektive Inhibition im Tiermodell fiir folgende Studien
sicherlich interessant.

Das durch B:-AR Uberexpression vermittelte Mausmodell der Herzinsuffizienz ist gut charakterisiert
und etabliert, es unterscheidet sich jedoch punktuell im Vergleich zur Herzinsuffizienz beim Menschen.
Im Modell kommt es u.a. zu einer Hoch- statt einer Runterregulation der Bi-AR.1®%® Dies kann
wiederum als Imitieren der chronischen, sympathischen Uberstimulation gewertet werden, die bei
humaner Herzinsuffizienz beobachtet wird.'*>!¢ Obwohl der B;-transgene Ansatz unphysiologisch hohe
Bi-Adrenozeptor-Expressionswerte aufweist, sind diese bei den hier verwendeten C57BL/6-Mausen im
Vergleich zum FVB/N-Hintergrund, auf dem das Modell urspriinglich beruht, deutlich niedriger.*

Wir analysierten die Herzfunktion lediglich unter basalen Bedingungen ohne Verwendung von

zusatzlichen Stressoren (z.B. Dobutamin), die moglicherweise zur Aufdeckung weiterer
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(subtypspezifischer) Unterschiede héatten beitragen kénnen wie z.B. einer potentiell erhdhten
funktionellen Reserve.

Insgesamt konnten unsere Daten die Eignung der von uns verwendeten Mausmodelle bestatigen.
Der exakte molekulare Mechanismus sollte in kommenden Studien ndher untersucht werden.

Einige Daten wurden explorativ erhoben. Eine Reihe unserer Resultate konnten wir mittels
weiterfiihrender Untersuchungen wie Proteomanalysen bestatigen und untermauern (z.B. beziglich
PLN und Fibrose), diese sind jedoch primir als Screening-Ansatz zu interpretieren.® Dennoch kénnten
die gewonnen Erkenntnisse den Weg filir nahende, zukiinftige Studien (ber zugrundeliegende
Mechanismen bei Herzinsuffizienz und/ oder der Rolle von Gap- oder Gaj-vermittelter

Signallbermittlung ebnen.

4.4 Schlussfolgerung

Ein (absoluter) Gais-Mangel ist nicht mit schadlichen Effekten im Mausmodell der Herzinsuffizienz
assoziiert. Vielmehr verlangsamt oder verhindert er hier sogar die Entwicklung dieser und zeigt sich
vorteilhaft, bzw. kardio-protektiv.>® Unsere vorausgegangenen und aktuellen Ergebnisse deuten auf
eine B1-AR vermittelte Beeintrachtigung bei Herzinsuffizienz hin, deren weitere Entwicklung letztlich
gegensatzlich durch einen Gaj- oder Gaiz-Mangel beeinflusst wird.**%! Wenn auch der spezifische
zugrundeliegende molekulare Mechanismus noch in nachfolgenden Studien zu untersuchen ist, zeigen
unsere Ergebnisse, dass Isoform-spezifische Interventionen innerhalb Gi-Protein abhdngiger
Signalwege (z. B. die Hemmung von Gaiz) vielversprechende neue Strategien im Rahmen

kardioprotektiver Therapien, insbesondere bei Herzinsuffizienz, darstellen kdnnten.
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