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1  Einleitung

1.1 Hintergrund

Herzinsuffizienz und Diabetes mellitus sind zwei Volkskrankheiten, die in bidirektionalem
Zusammenhang stehen. Im Laufe der Krankengeschichte kommt es bei fast der Hilfte der
Diabetes mellitus Typ 2 (DM2) Patient:innen zu einer Einschrinkung der Herzfunktion. Das
Risiko eine Herzinsuffizienz zu entwickeln ist fiilnfmal héher verglichen mit nicht an
Diabetes erkrankten Menschen (Rorthet al. 2018). Insgesamt ist eine Vergesellschaftung von
Diabetes und Herzinsuffizienz (beart failure, HF) von bedeutender prognostischer Relevanz
und mit einer deutlich schlechteren Ubetlebenschance assoziiert verglichen mit der Prognose
herzinsuffizienter Nichtdiabetiker:innen (Gustafsson et al. 2004). Fir Diabetiker:innen mit
HF liegt das mediane Uberleben bei drei bis sechs Jahren und die mittlere 5-Jahres-
Ubetlebensrate bei 12%, wohingegen mehr als 80% der Diabetiker:innen ohne HF die Fiinf-
Jahresmarke tberleben (Bertoni et al. 2004). Uberdies bestehen auch weitreichende

Konsequenzen in Bezug auf die Lebensqualitit der HF-Patient:innen.

Korperliche Symptome, eine zunehmende Einschrinkung der Belastbarkeit und vermehrte
stationdre Behandlungen haben einschneidende Konsequenzen fiir das Wohlbefinden der
komorbiden Patient:innen (Ponikowski et al. 2016). Koérperlich wirkt sich die HF im Verlauf
auch auf andere Organsysteme aus. Zu Beginn klagen die Patientinnen oft tiber Dyspnoe,
Schwichegefiihl und eine schnellere Erschépfbarkeit. Mit der Zeit kann es zudem zur
zerebralen Minderperfusion, einer Abnahme der Nieren-, Lungen- und Leberfunktion bei
verminderter Perfusion und/oder Stauung kommen. Akute Verschlechterungen der
Herzfunktion im Sinne kardialer Dekompensationen machen zeitweise stationire
Aufenthalte notwendig und bedingen somit immer wiederkehrende Unterbrechungen des
gewohnten Lebens. Mit dem schleichenden Progress der HF nimmt auch die Fahigkeit zur
Teilhabe und -nahme an Alltag ab und kann bis in die Berufsunfihigkeit fithren (Ponikowski
et al. 20106).

Hinzu kommen die langfristigen Folgeerkrankungen des DM2. Gerade in Bezug auf das
Herz koénnen DM2-typische Komplikationen wie mikro- und makrovaskulire
Verinderungen, in Form einer Koronaren-Herzkrankheit (KHK), den Progress der HF
beschleunigen (Stratton et al. 2000). Ursichlich wirken verschiedene Mechanismen
zusammen. Vorrangig sind hierbei DM2 Langzeitkomplikationen wie mikro- und
makrovaskulire Verinderungen, im Sinne einer KHK und dadurch bedingte arteriellen
Hypertonie zu erwihnen.  Des Weiteren sind metabolische Verinderungen der

Kardiomyozyten und des myokardialen Interstitiums nicht auler Acht zu lassen (Kannel et
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al. 1974, Stratton et al. 2000). All diese Prozesse tragen zur Entwicklung einer diastolischen
und systolischen Dysfunktion bei Pat. mit Diabetes bei. Wihrend die systolische
Funktionseinschrinkung  vornehmlich ~ durch  eine  geringere  Ejektionsfraktion
gekennzeichnet ist, ist beim diastolischen Versagen vor allem eine verminderte Dehnungs-

und Fillungsfahigkeit charakteristisch (Ponikowski et al. 2016).

Eine Kontrolle der Risikofaktoren stellt aktuell den Goldstandart dar. Symptom-
kontrollierende und prognoseverbessernde Substanzen wie die Angiotensinkonvertierendes-
Enzym- (Angiotensin-Converting-Engym)-Inhibitoren (ACE-Inhibitoren) und Angiotensin-II-
Rezeptor-Subtyp-1-Antagonisten (AT1-Antagonisten), setzen bei der Inhibition des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) an. Die RASS-Inhibitorn reduzieren direkt die
Vasokonsttiktion, fiihren tber eine Verringerung der renalen Na'-Resorption zu einem
erniedrigten Extrazellulirvolumen und folglich auch indirekt zur Abnahme des Blutdrucks.
Sie  unterbrechen damit die sich selbst antreibende  Abwirtsspirale  der
Krankheitsprogression. Zudem  zeigen Daten einen positiven Einfluss — auf
Remodellierungsprozesse des Herzens fiir die ACE-Inhibitoren (Porter et al. 2009) und
Mineralkortikoid-Rezeptorantagonisten (MRA), die tiberdies in schwachem Maf3e tiber den
diuretischen Effekt blutdrucksenkend wirken. Die zudem eingesetzten 3-Blocker wirken
kardial negativ ionotrop, dromotrop und chronotrop und wirken protektiv vor maligne
Rhythmusstérungen im Zuge einer weiter fortgeschrittenen HF. Neuere Daten suggerieren
einen blutdrucksenkenden Effekt tiber eine potentielle Inhibition der Reninausschittung
und RAAS-Aktivierung (Ogrodowczyk et al. 2016). Prognoseverbessernd wirken die drei
Therapiesiulen der HF also tiber eine Erleichterung der kardialen Pumpfunktion im Sinne
ciner Blutdrucksenkung, tiber eine Inhibition pathologischer Umbau- und
Aktivierungsprozesse und iiber die Reduktion des Auftretens maligner Rhythmusstérungen
(Mostetd et al. 2007).

Allerdings sind diese Therapeutika fiir die systolische HF zugelassen. Zudem gab es seit 1996
verglichen mit anderen Fachdisziplinen nur eine sehr geringe Rate an therapeutischen
Neuzulassungen (Warner et al. 2020). Zur Therapie der diastolischen HF steht zum
Zeitpunkt des Verfassens dieser Arbeit noch keine spezifische, evidenzbasierte Therapie zur
Verfiigung (Ponikowski et al. 2016).

Witd das hohe Risiko fiir die Entwicklung einer HF im Verlauf einer Diabetes Erkrankung
bedacht verleitet es zur Annahme, eine rechtzeitige und konsequente antihyperglykimische
Therapie kénne den Progress zum Endpunkt HF verhindern und einen positiven Einfluss
auf das Risiko an kardiovaskuldren (cardiovascular, CV) Ereignissen zu versterben nehmen
(Action to Control Cardiovascular Risk in Diabetes Study Group et al. 2008, Lehrke und
Marx 2017). Abgesehen von Empagliflozin konnte nur fur Biguanide (Metformin) ein
prognoseverbessernder Effekt bei Pat mit DM2 und HF nachgewiesen werden (Eurich et al.
2013). Die Datenlage zu den anderen antidiabetischen Medikamenten ist mindestens

uneinheitlich (Kenny und Abel 2019). Sulfonylharnstoffe standen sogar unter dem Verdacht
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die kardiovaskulire Mortalitit zu erthéhen (Goldner et al. 1971, Gerstein et al. 2008, Lehrke
et al. 2017). Aber auch nicht-medikamentése Therapiestrategien, die sogenannten
Lifestylemodifikationen, die unter anderen eine Gewichtsreduktion und eine Verbesserung
der korperlichen Fitness beinhalteten, zeigte nur zum Teil oder gar keinen direkten Effekt
auf die CV Mortalitit (Gregg et al. 2016). In Zusammenschau der aktuell veréffentlichten
Studie existieren somit keine Daten, die die Hypothese, eine strenge glykimische Kontrolle
reduziere das CV Risiko, stiitzen (Lehrke et al. 2017). Herzinsuffiziente Diabetiker:innen
benétigen weiterhin signifikant Sfter eine stationdre Behandlung und weisen eine erhéhte

Mortalitdt auf als nicht an Diabetes erkrankte HF-Patient:innen (MacDonald et al. 2008).

Das Ergebnis der Empagliflozin Cardiovascular Outcome Event Trial in Typ 2 Diabetes
Mellitus Patients — Removing Excess Glucose (EMPA-REG Studie) markierte daher eine
hoffnungsvolle Wende in der Diabetestherapie (Zinman et al. 2015). Insgesamt wurden 7020
Patientiinnen im Mittel 3,1 Jahre beobachtet, wobei die Interventionsgruppe (4687
Patient:innen) zusitzlich zur Standarttherapie tdglich 10mg oder 25mg Empagliflozin und
die Kontrollgruppe (2333 Patient:innen) ein Placebo erhielt. Die Gruppe mit der erginzende
Gabe Empagliflozins zeigte eine deutliche Uberlegenheit gegeniiber der Kontrollgruppe
beziiglich der kardiovaskuliren Mortalitit, der Gesamtmortalitit, der Notwendigkeit zur
stationdren Behandlung auf Grund von HF-Symptomen, sowie nicht-fataler
Myokardinfarkte oder Schlaganfille. Bemerkenswerterweise zeigten sich die positiven
Effekte bereits innerhalb der ersten drei Monate nach Start der Empagliflozinbehandlung
(Zinman et al. 2015).

In Anbetracht der Studienlage beztiglich glykimischer Kontrolle und HF eréffnete dies den
Raum fiir die Fragen nach zugrundeliegenden Mechanismen, die den sichtbaren Effekt
hinreichend erkldren kénnten. Die Antwort darauf lie die EMPA-REG-Studie jedoch offen.

In der darauffolgenden Diskussion iiber mégliche zugrundeliegende Mechanismen schien
eine alleinige Risikoreduktion aufgrund der Minimierung der langwirksamen sekundiren
Risikofaktoren aufgrund der kurzen Zeitspanne bis zum Auftreten der Effekte
unwahrscheinlich (Zinman et al. 2015). Nachfolgende klinische Studien konnten vielmehr
zeigen, dass die positiven Effekte Empagliflozins auch unabhingig der CV Risikofaktoren,
also der Blutdruckwerte, der LDL-Spiegel und der HbAlc-Werte, auftraten (Zinman et al.
2017). Fir eine mégliche Erklirung der Ergebnisse untersuchten eine Vielzahl an folgend
begonnenen Studien die Wirkung Empagliflozins auf verschiedene Metabolismus- und
Risikoparameter. Es wurde beobachtet, dass Empagliflozin die Insulinsensitivitit erh6ht
(Ferrannini et al. 2014), das Plasmavolumen reduziert (Sha et al. 2014), den systolischen
Blutdruck um 3-5mmHg und den diastolischen um 2-3mmHg senkt (Vasilakou et al. 2013)
und die Gefil3funktion verbesserte (Chilton et al. 2015).

Auch wenn diese Daten Hinweis darauf gaben, dass eine gewisse direkte Wirkung im
vaskuliren System zu erwarten sei, erklirte dies nicht den signifikanten Unterschied der

Prognose der beiden Patient: innenkollektive. Als verbleibende naheliegende Méglichkeit
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blieben daher direkte Effekte am Herzen. Diese Arbeit widmet sich daher der Aufklirung
moglicher direkter kardiale Effekte Empagliflozins auf das Herz. Sie soll mégliche pleiotrope
Effekte zum einen an Proben aus humanen explantierten Herzen, die sich im Endstadium
des Herzversagens befanden, untersuchen und dariiber hinaus die Wirkung in einem
diabetischen und einem nicht-diabetischen, herzinsuffizienten, murinen Modell evaluieren.
Zunichst soll jedoch als Grundlage die relevante Physiologie des Myokards, die Pathologie
der HF und der diabetischen Kardiomyopathie, sowie der zu Beginn dieser Arbeit aktuelle

Stand der Forschung erdrtert werden.

1.2 Anatomische und physiologische Grundlagen des Herzens

Fir ein tieferes Verstindnis und eine Einordnung mdéglicher Erklirungen der Ergebnisse,
werden im Folgendem zunichst die hierfiir wichtigsten physiologischen Grundlagen des
Herzens erldutert. Dabei werden der ultrastrukturelle Aufbau der Kardiomyozyten und die
elektromechanischen und elektrochemischen Grundlagen der Erregungsentstehung, -
ausbreitung und -ibersetzung im Fokus stehen, Kenntnisse tiber die Anatomie des Herzens,

sowie die Erregungsleitungssysteme sind als gegeben vorausgesetzt

1.2.1 Anatomie der Kardiomyozyten

Die koordinierte Weiterleitung der Erregung auf das gesamte Myokardgewebe ist die
essenzielle Voraussetzung fiir die effektive mechanische Kontraktion und die daraus
resultierende Pumpbewegung des Herzens. Eine effektive Pumpaktion des gesamten
Gewebes bedarf einer zeitlichen und 6rtlichen Abstimmung auf Ebene der Kardiomyozyten
zum einen im Sinne der Fortleitung der Aktionspotentiale und gleichzeitig der Ubersetzung
in mechanische Aktionen. Der Prozess der Ubersetzung eines elektrischen Impulses in eine
mechanische Kontraktion der einzelnen Zellen wird elektromechanische Kopplung genannt.
Verschiedene zellulire Strukturen sind an der elektromechanischen Kopplung (Excitation-

contraction-Coupling (EC-Coupling) beteiligt (Bers 2002).

Die duflere Schicht des Kardiomyozyt ist das Oberflichensarkolemn. Dieses stiilpt sich an
vielen Stellen ein und bildet so die transversalen Tubuli (T-Tubuli). Hierbei geht die
Oberflichensarkolemn kontinuierlich in diese tiber. Die T-Tubuli verlaufen jedoch nicht
ausschlief3lich transversal, sondern zum Teil auch lings oder schrig und ragen tief in die Zelle
hinein. Diese Anordnung bieten so die Moglichkeit einer schnellen Erregungsiibertragung

auf den im Zellinneren gelegenen Kontraktionsapparat (siche Abb. 1).

Intrazelluldr ist vor allem das Endoplasmatischen Retikulums (ER), das in Muskelzellen
Sarkoplasmatisches Retikulum (SR) genannt wird, fiir die Erregung der Herzzelle von
Bedeutung. Dieses formt sackartige Kammern, die sich in unmittelbarer Nihe zu den T-
Tubuli befinden. Diese Anordnung aus einer endstindigen Zisterne des SR nahe eines T-
Tubuli wird auch Dyade genannt (Fawcett et al. 1969, Block et al. 1988).
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Die regelrechte Funktion beruht auf der ungleichmifBigen Verteilung der Kanile entlang des
Sarkolemm. Verglichen mit der Oberflichenmembran ist die Dichte der Natrium-Kanile
(Na'-Kanaile), detr delayed-rectifyer-Kalium-( K'-) Kanile und Natrium-Kalium-Pumpe
(Na"/K'-ATPase) in der T-Tubuli-Membran geringer (Jaimovich et al. 1976, Kirsch et al.
1977), wihrend die Calcium- (Ca**-) Kanile, die sogenannten Dihydropyridin-Rezeptoten,
dort mehr als viermal so hiufig zu finden sind (Almers et al. 1981, Venosa et al. 1981,
Jorgensen et al. 1989). Diese sind spannungsaktivierte Ca**-Kanile vom /ong lasting-Typ
(langanhaltende Tonenstréme, L-Typ), die Ca>* von extra- nach intrazellulir strémen lassen

(Jorgensen et al. 1989).

Die Kardiomyozyten sind tber sogenannte Glanzstreifen (Disci infercalares) miteinander
verbunden. An dieser funktionellen und mechanischen Schnittstelle finden sich
Kommunikations- und Adhidsionskontakte (Zhao et al. 2019). Die Kommunikation, also die
Weiterleitung elektrochemischer Potentiale, zwischen den verschiedenen Kardiomyozyten
lauft Gber die Gap [unctions. Diese ermdglichen eine freie Diffusion von Kationen und
Anionen zwischen benachbarten Kardiomyozyten (Sjostrand et al. 1958, Feher 2012). Fur
die Ubertragung mechanischer Zugkrifte bzw. einer Stabilisierung des Zellverbands dienen
die Fascia adberens und Desmosomen (Zhao et al. 2019). Der Verbund der Kardiomyozyten
wird daher als funktionelles Synzytium bezeichnet. Streng genommen bestehen weiterhin
einzelne Zellen, deren Zellmembranen nicht verschmolzen sind, die jedoch in solcher Weise
miteinander verbunden sind, dass sie synchronisiert reagieren (Revel et al. 1967). Auch die
Form der einzelnen Kardiomyozyten dient dem Ziel einer optimalen Verkniipfung der
Zellen zu einem gesamten Gewebe. Die Zellen verzweigen sich in Lingsrichtung an ihren

Enden, sodass es zu einer netzartigen Verzahnung kommt (Bers 2002)

1.2.2 Elektromechanische Kopplung

Die Zellen des Arbeitsmyokards weisen im Gegensatz zu den Schrittmacherzellen ein

stabiles Ruhemembranpotential auf, welches bei ca. -90mV liegt.

Die elektrische Erregung des oberflichlichen Sarkolemn fithrt zur Bildung eines Aktions-
potentials, welches sich als eine Welle der Depolarisation an der Membran auch auf die
transversalen Tubuli Gbertrigt. Wihrend des Aufstrichs wird die Erregung via Gap-Junctions
weitergeleitet. Die dabei von dem prisynaptischen Kardiomyozyten zum postsynaptischen
Kardiomyozyt flieBenden Kationen depolarisieren die postsynaptische Zelle auf ca. -65mV,
wihrend Anionen zur prisynaptischen Zelle flielen und diese repolarisieren. Die
Depolarisation bewirkt eine Offnung der spannungsabhingigen schnellen Na+-Kanile, den
Nay1.5, und einen gleichzeitigen Schluss der einwirtsgerichteten K+-Kanile. Es kommt zum
sogenannten ,,Overshoot*, einer Verinderung des Membranpotentials auf ca. +30mV. Ist dies
erreicht schlief3t der GroBteil der Nav1.5 und es beginnt die Plateauphase. Es kommt jedoch

nie zum volligen Flussstillstand, da einige wenige Nay1.5 gedffnet bleiben und einen ,,Rest
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Fluss® (auch verspiteten Na'-Strom) ermoglichen und einige Nayl.5 wihrend der

Repolarisationsphase bereits wieder 6ffnen (Maltsev et al. 1998, Sakmann et al. 2000).

Bereits wihrend des Aufstrichs beginnen sich die spannungsaktivierten L-Typ-Ca**-Kanile
ab einem Membranpotential von ca. -40mV zu 6ffnen. Sie sind jedoch vor allem fir die
Plateauphase von Bedeutung, wihrend der die meisten gedffnet sind. Der langsamen Ca®"-
Einstrom ist fir die lange Dauer der Plateauphase verantwortlich und halt das
Membranpotential bei etwa OmV. Die Dauer der Plateauphase und Repolarisation ist
dquivalent der Zeitspanne, die fir Kontraktion und Erschlaffung der Myofilamente zur

Verfiigung stehen (Eisner et al. 2017).

Im Sinne einer negativen Riickkopplung bei intrazellulir hohen Ca**-Spiegeln und einer
wieder zunehmenden Repolatisation nimmt die Ca®'-Leitfihigkeit der Membran wieder ab.
Die auswirts gerichteten, verzogerten K'-Kanile 6ffnen und K* flieBt nach extrazellulir.
Die diffundierenden Ionen folgen dem Konzentrationsgradienten und fithren so zu einem
Ladungsunterschied entlang der Membran und einer zunechmenden Negativierung des
Membranpotentials. Ab ca. -70mV 6ffnen die einwirtsgerichteten K'-Kanile wieder. Die
Leitfihigkeit der Membran nimmt damit selektiv fir K'-Tonen weiter stark zu. Die N*- K'-
ATPase pumpt K' entgegen des Konzentrationsgradienten nach extrazellulir, um einen
Ladungsausgleich herzustellen. Zudem verschieben geringe Stréme von Na* und Ca*" das
Membranpotential ins positivere. Das Gleichgewichtspotential einzelner Ionen kann durch
die Nernst-Gleichung berechnet werden und ist abhingig von der intra- und extrazelluliren
Konzentration der Tonen. Fir K" ergibt sich in Kardiomyozyten so zum Beispiel ein Wert
um ca. -91mV, fir Na" liegt es hingegen bei ungefihr +66mV. Das Ruhemembranpotential
ist die Summe der Gleichgewichtpotentiale der flieBenden Ionen und wird so mafB3geblich
bestimmt durch einerseits die Menge der flieBenden Ionen bzw. die Leitfahigkeit der
Membran fiir diese und andererseits proportional zu deren elektrochemischen Treibkraft. Es
stabilisiert sich ca. bei -90mV, und liegt damit in etwa beim Gleichgewichtspotential der K*-
Ionen, bedingt durch die Na**-K* -ATPase und die SERCA, die gegen die elektrochemischen
Gradienten pumpen (Grant 2009).

Die riumliche Nihe der I-Typ-Ca’*-Kanile zur terminalen Zisterne des SR ist von
essenzieller Bedeutung. Der durch Depolatisation der T-Tubuli und konsekutiver Offnung
der Ca**-Kanile ermoglichte Einstrom geringer Mengen von Ca**-lonen fungiert als
sogenannter Ca’'-Funken. Die einstrémenden Ionen bindet an den Ryanodinrezeptor (RyR)
des SR und bewirkt so eine Offnung desselben mit konsekutiv massive Ca**-Freisetzung aus
dem SR. Hierdurch wird die zytosolische Ca’*-Konzentration von 107" mol/L auf 107
mol/L erhoht.

Im sogenannten Querbriickenzyklus bindet das nun ins Zytoplasma sezernierte Ca** an die
Ca’'-bindende Untereinheit des diinnen Filaments Troponin C (TnC). Im entspannten
Zustand ist TnC an das inhibitorische Troponin I (Tnl) gebunden, welches wiederrum die

myosinbindende Stelle des Aktin besetzt. Bei Ca’*-Bindung des TnC kommt es iiber eine
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Konfirmationsinderung zur Losung des TnC vom Tnl, das dann die Aktinbindungsstelle
freigibt. Diese Verinderung ermdglicht, vermittelt durch das Troponin T (TnT), eine
Bindung des Myosins an das Aktin. Die fiir die Kontraktion benétigte Energie wird durch
Abgabe eines Phosphatmolekiils aus dem am Myosinképfchen gebundenen ATP gewonnen.
Diese wird in den ersten Kraftschlag umgewandelt, wobei das Myosink6pfchen von einer ca.
90°- auf eine 50°-Stellung abknickt. Folgend 16st sich auch ADP aus der Myosinbindung,
sodass das Kopfchen in eine 45°-Stellung weiterknickt. Dies entspricht in Summe etwa
cinem Verschieben des Myosins gegen des Aktins um 10nm. Durch erneute Bindung von
ATP an Myosin kann sich die Verbindung zum Aktin 16sen und das Myosinképfchen kehrt
in die Ausgangsstellung bei 90° zurtick (Huxley 1969, Huxley und Simmons 1971).

Abgesehen vom Vorhandensein neuen ATPs ist die Relaxation durch die Dissoziation von
Ca’" vom Troponin geprigt, die durch Senkung der intrazelluliren Ca*'-Konzentration
erreicht wird. Hierfiir pumpt zum einen die sarkoplasmatische Ca**-ATPase (SERCA) Ca**-
Ionen =zuriick ins SR. Dieser aktive Transport passiert entgegen eines starken
Konzentrationsgradientens und erfordert fiir die Riickaufnahme von 2 Ca’*-Ionen 1 ATP-
Molekiil. Das Protein Phospholamban vermittelt hierbei die Ca**-Riickaufnahme, indem es
unter basalen Bedingungen die Wiederaufnahme hemmt. Wird Phospholamban allerdings
reguliert z.B. durch Phosphorylierung, fillt die hemmende Wirkung weg. Die
Phosphorylierung bedingt also einer Stimulation der SERCA-Aktivitit und somit einen
rascheren Abfall der intrazelluliren Ca**-Konzentration. Unterstiitzend werden durch den
Na*/Ca’"-Austauscher (NCX) im nicht erregten (diastolischen) Zustand drei extrazellulire
Na*-Ionen gegen ein intrazellulires Ca’*-Ionen durch passiven Transport ausgetauscht
(Annunziato et al. 2004). Erginzend transportiert die Plasmamembran-Ca**-ATPase
(PMCA) unter Hydrolyse eines ATPs ein Ca*" aktiv aus der Zelle. Die beiden Transporter
komplementieren sich, da der NCX zwar cine grofle und schnelle Transportkapazitit
aufweist, jedoch eine geringe Ca’"-Affinitit und daher effizienter fiir den Transport bei
hohen Konzentrationen ist, wihrend die PMCA ecine hohe Affinitit aber langsame
Transportrate aufweist und somit vor allem bei niedrigen Konzentrationen zur

intrazelluliren Ca**-Senkung beitrigt (Strehler et al. 2001).

Kommt es zu keinem erneuten Einstrom von Ca®*, sinken die intrazelluliren Ca®*-Spiegel.
Das an das TnC gebundene Ca®* diffundiert zusehends vom TnC ab. Die damit
cinhergehende Bindung des Tnl an das Aktin inhibiert eine Bindung des Myosins ans Aktin
und es stellt sich eine Relaxation ein. Eine erneute Erregung ist dann, bei wiederhergestellten
intrazelluliren  Ca**-Konzentration von  10—7 mol/L, ecinem  stabilisierten

Ruhemembranpotential von ca. -90mV und wieder aktivierbaren Nay1.5, erneut méglich.

Im Gegensatz zur Kontraktion der Skelettmuskulatur, benétigt die Herzmuskulatur sowohl

den Ca**-Einstrom iiber das Sarkolemn als auch die Ca®"-Freisetzung aus dem SR.
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Abbildung 1: Elektromechanische Kopplung. Die Ca?*-Kanile (rosa) 6ffnen sich, nachdem die Zelle
durch einen Na*-Einstrom durch die Na*-Kanile (hellblau) depolarisiert ist. Der Ca?*-Einstrom triggert die
Ryanodin-Rezeptoren (RyR) des SR, sodass Ca?*(rot) aus diesem ins Zytosol strémt. Im Zytosol bindet das
Ca?* an das Troponin C. TnC dndert dadurch seine Konfirmation und 16st sich vom Tnl, welches sich
wiederrum von der Myosinbindungsstelle am Aktin 16st. Konsekutiv kann unter ATP-Hydrolyse eine
Stellungsinderung des Myosinkopfchens erfolgen, die zur Kontraktion fithrt. Die zytosolische Ca?*-
Konzentration wird tiber einen Ausstrom oder Transport nach Extrazellulir oder ins Mitochondrium durch
die SR- Ca?*-ATPase (SERCA), den Na*/ Ca?*-Austauscher (NCX), die ATP-abhingige Ca2*-ATPase und
die Ca?>*-Kanile gesenkt. Die SERCA-Aktivitit wird iiber Phospholamban (PLB) reguliert. Die Repolarisation
und die Konstanthaltung des Ruhemembranpotentials wird durch die Nat-/ K*-ATPase gewihtleistet. Des
Weiteren ist der Na*/H-Austauscher (NHE) dargestellt, der im Antiport ein Wasserstoffatom (H+) gegen ein

Na*-Ion austauscht.

Fir die Regulation der Kontraktionskraft stehen drei verschiedene Mechanismen zur

Verfiigung, um diese dem peripheren Bedarf anzupassen.

Nach dem von Frank Starling beschriebenen Mechanismus resultiert eine Dehnung der
Herzmuskelfasern in einer Zunahme der entwickelten Kontraktionskraft. So besitzt das Herz
die Fahigkeit, bis zu einem gewissen Grad autonom die Kontraktionskraft dem
Fillungsvolumen, also der Dehnung der Herzwinde, anzupassen. Wird das enddiastolische
Volumen, die Vorlast, ethdht, fithrt dies zu einer Dehnung der Myofilamente. Es konnte
gezeigt werden, dass es hierdurch bis zu einem gewissen Fiillungsgrad zu einer optimaleren
Uberlappung der Myofilamente kommt (Gordon et al. 1966). Des Weiteren zeigt sich
positive Effekte in Bezug auf die Ca®*-Sensitivitit der Myofilamente (Hibberd et al. 1979),
sowie auf die Ca’*-Freisetzung aus dem SR (Allen et al. 1982). Bei erhchter Vorlast kann so
die angepasste Kontraktionskraft direkt zu einem erhohten Schlagvolumen und somit zu
ciner Entlastung der Kammer fithren. Der Mechanismus zeigt jedoch ein
Dehnungsmaximum, ab dem die die Maximalkraft wieder abnimmt, da die kontraktilen

Elemente sich nicht mehr optimal iibetlappen.

Auch die Herzfrequenz ist eine regulierende GrofBe. In Abhingigkeit der Schlige pro

Minute steht die Zeit, die der Herzmuskel pro Kontraktionszyklus hat, um sich zu relaxieren.
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Bei einer Stimulation zwischen 60 min" und 180 min" Schligen korrelieren Kraft und

Frequenz positiv, dh. die Kraft steigt mit der Frequenz.

Bei steigenden Frequenzen wird die Ca** -Elimination aus dem Zytoplasma beschleunigt.
Dies geschieht vornehmlich iiber eine Modulation des Phospholamban, das tiber die Ca** -
calmodulinabhingige Proteinkinase-II ~(CaMKII) inaktiviert wird, sodass dessen
hemmende Wirkung auf die SERCA ausbleibt. Die so gesteigerte SERCA-Aktivitat bedingt
die sogenannte ,frequency-dependent acceleration of Relaxation”, bedeutet also eine verkiirzte
Relaxationszeit bei einer vermehrten Ca®* -Riickresorption ins SR (DeSantiago et al. 2002,
Maier et al. 2002). Gleichzeitig akkumulieren Na'-Ionen durch die dicht
aufeinanderfolgenden Aktionspotentiale. Der verminderte Na'-Gradient bewirkt eine
geringere Aktivitit des Na*/ Ca®* -Austauscher, sodass iiber diesen Weg weniger Ca™*
eliminiert wird. Die vermehrte Beladung des SR fiihrt beim folgenden Kontraktionszyklus

zu einer vermehrten Ca®" -Freisetzung aus dem SR, sodass sich die Kontraktionskraft erhéht.

Wird das Maximum jedoch tberschritten, nimmt die sich entwickelnde Kraft ab (Alpert et
al. 1998). Ab einer Frequenz von 180 Schligen pro Minute zeigen die Ca**-Transpottproteine
eine verminderte Reaktivierung (Crozatier 1998). Lemaire (1998) konnten zudem zeigen,
dass ein verstirktes Ca**-Leck aus dem SR sich negativ auf die Kraftentwicklung bei hohen

Frequenzen auswirkt (Lemaire et al. (1998).

Steigt oder sinkt der periphere Sauerstoffbedarf, kann das Herzzeitvolumen (HZV) auch
tber das vegetative Nervensystem an den verdnderten Bedarf angeglichen werden. Mégliche
StellgroBen sind hierbei die Kontraktilitit (Inotropie), die Frequenz (Chronotropie), die
Relaxationsgeschwindigkeit (Lusitropie), sowie die atrioventrikulire (AV) Uberleitungs-
geschwindigkeit (Dromotropie). Vermittelt wird dies iber sympathische und
parasympathische Fasern, mittels der jeweiligen Botenstoffen Noradrenalin (NA) und
Acetycholin (Ach). Auf zellulirer Ebene fuhrt eine Aktivierung von Gs-Proteingekoppelten
B1- und B2-Adrenorezeptoren durch NA-Bindung zu einer vermehrten cAMP-Bildung aus
ATP durch die Adenylatzyklase (Bristow et al. 1989). Zyklisches AMP fungiert als
aktivierender ,,second Messenger* und stimuliert die Proteinkinasen A (PKA), die nun u.a. die
L-Typ-Ca**-Kanile und die RyR phosphoryliert (Tsien et al. 1986). In phosphotylierter Form
erhoht sich die Offenwahrscheinlichkeit, sodass sich konsekutiv die Ca**-Konzentration
intrazellulir wihrend der Systole erhéht (Valdivia et al. 1995). Geringer ausgeprigt, aber
dennoch wirksam, ist die Wirkung von NA auf die «1-Adrenorezeptoren. Durch Aktivierung
der an die Phospholipase C gekoppelten Rezeptoren steigt das intrazellulire
Inositoltriphosphat an, welches an der Entwicklung des positiv-inotropen Effekts beteiligt
ist.

Der Anstieg des zytosolischen cAMP fiihrt des Weiteren zu einer Phosphorylierung des
Phospholamban. Dessen inhibierende Wirkung auf die SERCA nimmt ab und folglich
strémt mehr Ca®* zuriick ins SR (James et al. 1989). Gleichzeitig fiihrt eine cAMP-abhingige

Phosphorylierung von Troponin I (Tnl) zur einer Sensibilititsminderung des Troponin Cs
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(TnC) gegeniiber Ca**, sodass Ca®* vermehrt ab diffundiert. Beide Mechanismen fiihren zu

einer Beschleunigung der Relaxation, sind also positiv lusitrop.

Weiterhin wirkt der hohe cAMP-Spiegel in den Schrittmacherzellen des Sinusknoten
stimulierend auf die Frequenz, ist positiv chronotrop (DiFrancesco et al. 1991). Die ethohte
Frequenz kann entsprechend schneller tiber den AV-Knoten geleitet werden, da cAMP hier
zu einer verstirktem Ca®*-Strom fiihrt und somit die Uberleitungszeit verkiirzt wird (positiv

dromotop).

Der positiv verstirkenden Wirkung auf Inotropie, Chronotropie, Dromotropie und
Lusitropie stehen parasympathisch vermittelte antiadrenerge Mechanismen gegeniiber. Uber
die Aktivierung eines inhibitorischen G-Proteingekoppelten ol-Adenosinrezeptors oder
eines M2-Cholinrezeptor mittels ACh kann die Herzaktivitit gedrosselt werden. Abgesehen
von einer cAMP-Senkung tber ciner verminderte Adenylatcyklaseaktivitit, wird in den
Schrittmacherzellen eine dimpfende Wirkung tiber die Stimulation inhibitorischer G-
Proteine vermittelt. Dort werden K+-Strome ACh-abhingig aktiviert, sodass es zu einer
Hyperpolarisation der Zellen und einer Verzogerung bis zur Ausldsung eines neuen

Aktionspotentials kommt.

1.3 Die Herzinsuffizienz

Die physiologischen Anpassungsmechanismen sind jedoch begrenzt in ihrem
Kompensationsvermdgen. Der Frank-Starling-Mechanismus zeigt ebenso wie der Bowditch-
Effekt ein Kompensationsmaximum  mit anschlieBend wieder abnehmende

Kompensationsleistung,.

Der positiv ionotrope und chronotrope Effekt der neurohumeralen Aktivierung geht
einerseits mit einer vermehrten Herzarbeit einher. Diese ist im Sinne der Aufrechterhaltung
des HZV positiv, bedeutet fiir den Herzmuskel jedoch eine dauerhaft vermehrte Arbeit, die
sich in einem chronisch gesteigerten Sauerstoffverbrauch ausdrickt. Gleichzeitig fithrt der
positiv lusitrope Effekt zu einer verkiirzten Diastolendauer, also zu einer Abnahme der
Sauerstoffversorgung. Das chronische Auseinanderklaffen des Sauerstoffbedarfs und der
Versorgung schidigt die Muskelzellen. In der Folge kann es zur Einschrinkung der
systolischen und diastolischen Kraftentwicklung, zu einem fibrésen Umbau des Gewebes
und zur Zunahme der diastolischen Grundspannung in unterschiedlich schweren
Ausprigungen kommen. Im Verlauf stellt sich so eine Spirale aus abnehmender Herzleistung
und Heraufregulierung der Kompensationsmechanismen, die im folgenden Kapitel erldutert

werden, ein, die in einer irreversiblen Schidigung des Herzmuskels miinden kénnen.

Grundsitzlich gibt es drei Prinzipien, die zu einer insuffizienten Pumpfunktion fithren
koénnen: Systolische und diastolische Ventrikelfunktionsstérungen und
Herzrhythmusstérungen. Natiirlich lisst sich die HF nicht nur nach der Atiologie einteilen,

sondern auch anhand anderer Parameter. Fiir diese Arbeit wurde die Einteilung der
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Europiischen Gesellschaft fiir Kardiologie tibernommen und der Fokus auf die fir diese

Arbeit relevante diastolische und systolische Funktionsstérung gelegt.

Fir die systolische HF ist eine verminderte Ejektionsfraktion (EF) (physiologisch grof3er als
55%) definierend. Sie entspricht der HF mit reduzierter Ejektionsfraktion (,,Heartfailure with
reduced Ejectionfraction’ (HFrEF), wobei gleichzeitig auch eine diastolische Dysfunktion
vorliegen kann. Patient:innen mit einer EF von 40 bis 49% werden dem Spektrum der
Herzinsuffizienz mit mittlerer Ejektionsfraktion (,,Heart Failure with midrange-¢jectionfraction’
(HFmrEF) zugeordnet. Der diastolischen HF liegt eine Relaxationsstérung zugrunde und
entspricht einer HF mit erhaltener EF, auch ,,Heart Failure with preserved Ejectionfraction’
(HFpEF). Trotz hierbei erhaltener prozentualer EF, resultiert infolge einer verminderten
enddiastolischen Fillung die Kontraktion in einem verminderten (absoluten) Schlagvolumen
(Ponikowski et al. 2016).

Patientinnen im Endstadium des Herzversagens (,,end-stage Heart-Failure; eHF) weisen
typischerweise sowohl eine reduzierte EF als auch eine erhéhte diastolische Spannung auf
(Sossalla et al. 2008, Sossalla et al. 2010a).

1.3.1 Pathophysiologie der Herzinsuffizienz

Pathophysiologisch steht hinter der HF zu Beginn eine Abnahme des Schlag- und
Herzzeitvolumens, sowie des Blutdrucks. Der durch die Barorezeptoren registrierte
Blutdruckabfall fihrt zu einer gesteigerten neurohumeralen Antwort. Kurzfristig vermégen
die erhéhten NA-Konzentrationen und die gesteigerte Plasmareninaktivitit durch eine
gesteigerte Frequenz das verminderte Schlagvolumen zu kompensieren und das HZV

konstant zu halten (Kemp et al. 2012).

Durch den konstant hohen Sympathikotonus mit entsprechenden
Botenstoffblutkonzentrationen kommt es zu einer exzessiven Stimulation der (-
Adrenozeptoren. Eine weitere direkte Stimulation durch Agonisten wird durch eine
cAMP-abhingige Sequestrierung der Rezeptoren von der Zelloberfliche unterbunden,
sodass eine Kompensation tiber die Frequenz nur in bestimmtem Maf3 méglich ist. Bei lang
andauernder, vermehrter Stimulation kommt es sogar zur Runterregulation, indem zum
cinen die Rezeptoren proteolytischen abgebaut und zum anderen weniger der fiir den Aufbau
der Rezeptoren benotigten mRNA  (messenger-Ribonucleinacid, Boten-Ribonukleinsiure)
bereitgestellt wird (Sibley et al. 1985). Von dieser Verminderung ist bei der HF hauptsichlich
der B1-Subtyp betroffen (Bristow et al. 1992). Im Verlauf wird dieser erste

Kompensationsmechanismus so abgeschwicht.

Erschwerend kommt die Abnahme der renalen Perfusion bei vermindertem HZV hinzu.
Das Herzkreislaufsystem reagiert darauf mit einer Aktivierung des RAAS, welches durch die
erhohten NA-Spiegel noch weiter angeregt wird. Es kommt zur vermehrten Bildung des
vasokonstriktorischen Angiotensin II, sodass sich die Nachlast, der systemische Widerstand,

gegen den das Herz anpumpt, erh6ht. Gleichzeitig erh6ht sich auch die Vorlast. Durch
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Aktivierung des RAAS kommt es zu einer gesteigerten Aldosteronsynthese, die durch

vermehrte Rickresorption von Na" und Wasser einen gesteigerten Volumenstatus bedingt
(Sayer and Baht 2014).

Mittels Frank-Starling-Mechanismus wird die Kontraktilitit kurzfristig angepasst und
konstant gehalten. Die vermehrte Druck- und Volumenbelastung und die konstant erhéhten
Angiotensin-II-Konzentrationen fithren mittelfristig jedoch zu einer FEinleitung von
Wachstumsprozessen und einer Hypertrophie des Myokards (KKrug et al. 2003). Um entgegen
dem erhohten Auswurfwiderstand das Blut aus dem Herz zu pumpen, muss ein erhéhter
transmuraler Druck aufgewendet werden. Die Wandspannung steigt an. Im Sinne des
Laplace-Gesetz fiihrt eine Zunahme des Myokarddurchmessers und eine gleichzeitige
Verkleinerung des Innendurchmessers der Ventrikel zu einer Normalisierung der

Wandspannung und einer Aufrechterhaltung der systolischen Myokardfunktion.

K = Pxr
S @2xd)

Formel 1: Berechnung der Wandspannung. K: Wandspannung; P: transmuraler Druck; r: GefiB3radius; d:

Wanddicke

Diese Kompensation durch konzentrische Hypertrophie kann jedoch nur in einem gewissen
Rahmen stattfinden (Cohn et al. 2000). Die intramyokardial liegenden Endiste der
Koronararterien sind direkt dem steigenden Druck ausgesetzt. Die Mediaschicht verdickt
reaktiv. Perivaskulir findet eine verstirkte Fibrosierung statt. Das Missverhiltnis zwischen
dem dadurch verringerten Kapillarquerschnitt und der zu versorgenden Myozytendichte
kippt in ein ungiinstiges Verhiltnis, bei dem zum Teil schon in Ruhe die Koronarreserve
aufgebraucht sein kann. Eine daraus resultierende Minderversorgung und Ischimie fithren
konsekutiv zur weiteren Progression der HF (Grossman et al. 1975). Verstirkend kommt
zudem hinzu, dass eine konstant erthdhte Frequenz ohnehin auf Kosten der Diastolendauer
geht. Die Koronardurchblutung, die hauptsidchlich wihrend dieser Phase stattfindet, wird
dementsprechend vermindert (Goodwill et al. 2019). Langfristig kommt es so zu einer sich

akkumulierenden Schidigung des Kardiomyozyten.

Gleichzeitig zeigen sich auch interstitielle Verinderungen. Es kommt zu einer vermehrten
Kollageneinlagerung (Brilla und Rupp, 1994). Das wenig dehnbare und zugfeste Kollagen
treibt die Ventrikeldilatation und somit eine weitere Erhéhung der Wandspannung voran.
Ab ca. 20% Kollagengehalt (normal 2-4%) wird die Kontraktilitit gemindert (Li 2014, Weber
1989). Die molekularen Mechanismen sind zwar noch nicht ausreichend geklirt, es gibt
jedoch Hinweise darauf, dass pathologisch erhéhte Aldosteron-Konzentrationen stark dazu
beitragen (Brilla et al. 1994).

Neben den interzelluliren Verinderungen kommt es auch auf intrazellulirer Ebene zu
beeintrichtigenden Modulationen. Zum einen verindert die Hypertrophie die
Herzgeometrie. Die Dehnungskurve des Frank-Starling-Mechanismus —weist, wie

beschrieben, ein Maximum auf, ab dem die Kraft durch eine héhere Vorspannung nicht
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weiter gesteigert wird. Nach diesem kommt es zum Uberschreiten des optimalen
Ubetlappungsverhiltnis der Myofilamente (Kosta und Dauby 2021) und folglich zu einer
Kraftminderung. Zum anderen wird die Kontraktionskraft durch von Homdostase
abweichende intrazellulire Ionenkonzentrationen reduziert. Diesen wird zudem ein erhShtes
Risiko fiir Arrhythmien zugeschrieben (Pieske et al. 2002, Sossalla et al. 2010b). Einer
zentralen Rolle kommt dabei der CaMKII zu. Diese fiihrt tiber Phosphorylierung zu einer
verminderten PLB-Aktivitit und somit konsekutiv zu einer Steigerung der SERCA-Aktivitit.
In der HF kommt es jedoch zu einer verminderten CaMKII- und damit SERCA-Aktivitit
(Netticadan et al. 2000, Mishra et al. 2003). Diese markiert einen méglichen Ubergangspunkt
von der kompensierenden Hypertrophie in die HF (de la Bastie et al. 1990, Feldman et al.
1993).

Weiterhin zeigt der neben der SERCA fir die Ca**-Homoéostase essenzielle NCX eine
verinderte Aktivitit, in Form verstirkter Expression und Aktivitit (Schillinger et al. 1998).

Daraus resultiert eine verstirkter Ca**-Auswiirtstransport.

Erschwerend kommt hinzu, dass die in der HF pathologisch erhéhte
Offenwahrscheinlichkeit des RyR2 zu einem diastolischen Ca*"-Leck fithrt (Maier et al. 2003,
Ai et al. 2005), das den Ca**-Gehalt des SR zusitzlich reduziert. Die reduzierte Ca**-
Wiederaufnahme in das SR, bei gleichzeitig verstirktem Ca**-Transport nach extrazellulir,
resultiert somit in einem verminderten Ca**-Gehalt des SR (Hasenfuss und Pieske, 2002).
Das verstirkte Ca®’-Leck wirkt zudem proarthythmogen und konnte mit dem plétzlichen

Herztod assoziiert werden (Lehnart et al. 2008).

Eine Fiille an Daten weist darauf hin, dass die Ca**-Sensitivitit der Myozyten unverindert
bleibt (Gwathmey et al. 1990, Perreault et al. 1990). In Folge der erniedrigten Ca®*-
Freisetzungen wihrend der Systole nimmt daher die Schlagkraft ab. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass bei niedrigen Frequenzen die Kraftminderung geringer ausfallt als bei hoheren,
die Kraft-Frequenz-Beziehung also weniger positiv ist als in gesundem Myokard (Pieske et
al. 1995).

In der HF, aber auch bereits im hypertrophen Stadium, zeigen die Kardiomyozyten einen
gestorten Na Haushalt, im Sinne einer Zunahme der intrazelluliren Na"-Konzentrationen.
Diese wirken zum einen aktivierend auf den NXC, sodass es zu einer weiteren Verstirkung
der zytosolischen Ca’’-kommt. Zusitzlich scheint in der HF zudem der spiten Na'-
Einstrom, durch eine Aktivierung der CaMKII verstirkt zu sein (Despa et al. 2002, von
Lewinski et al. 2003, Wagner et al. 2006, Sossalla et al. 2011). Konsekutiv fithrte der
spite Na'-Strom zu einer Steigerung des Na'-Einstroms wihrend des Aktionspotentials und
fuhrt so zu einer Verlingerung dieses (Hale et al. 2008, Sossalla et al. 2008). Eine Na'-
Uberladung konnten mit einer verminderten systolischen und diastolischen Dysfunktion

assoziiert werde (Sossalla et al. 2011).

In Anbetracht des engen Zusammenhangs der intrazelluliren Na'-Konzentration, der

Aktivierung des NCX und der intrazelluliren Ca*"-Konzentration, fligen sich die Daten, die
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eine Na*-Uberladung mit einer geminderten systolischen und diastolischen Kraft assoziieren
konnten, gut in die sich gegenseitig bedingenden und verstirkenden Ionenkonzentrations-
verinderungen ein. Es sei noch erwihnt, dass hohe intrazellulire Na'-Konzentrationen

zudem Hypertrophie-induzierend wirken (Jelicks et al. 1995, Gray et al. 2001)

Greifen all diese Kompensations- und Pathomechanismen tber lingere Zeit ineinander,

akkumulieren die kardialen Schiden und die myokardiale Dysfunktion aggraviert.

1.3.2 Diabetische Kardiomyopathie

Diabetes mellitus umfasst eine Gruppe an Stoffwechselkrankheit, die als gemeinsames
Merkmal unbehandelt eine ErhShung des Blutzuckerspiegels aufweisen. Es werden als
wichtigste Vertreter der Diabetes mellitus Typ 1 (DMT1), der auf einer verminderten Insulin-
produktion und damit Mangel beruht, vom hiufigeren Typ 2 (DM2), dem ecine
Insulinresistenz zugrunde liegt, unterschieden. Fiir das Verstindnis dieser Arbeit ist jedoch
vor allem der Typ 2 von Bedeutung, sodass weitere Untergruppen im Folgenden nicht niher

erlautert werden.

Der DM2 tritt bei Ubergewichtigen, meist ilteren Patient:innen auf. Hierbei ist dtiologische
zum einen die jahrelange kalorische Uberversorgung, oft einhergehend mit Adipositas und
einem metabolischen Syndrom und zum anderen die genetische Disposition zu erwihnen.
Der Prozess ist meist schleichend. Typische, aber unspezifische Symptome wie
Abgeschlagenheit, Erschopfbarkeit und Leistungsabfall beruhen auf der verminderten
zelluliren Glukoseverfligbarkeit, Polyurie und Glukosurie sind auf die osmotische Wirkung
der vermehrt tiber den Harnausgeschiedenen Glukose zuriickzufiihren. In Folge letzteres
kann es zur Polydipsie kommen. Oft fillt der DM2 jedoch erst laborchemisch auf.
Diagnostische Kriterien umfassen dabei entweder einen HbAlc > 06,5%, ecinen
Nichternglukosewert > 126mg/dl oder einen Glukosewert >200mg/dl entweder nach dem

2h-Wert des oralen Glukosetoleranztest oder akzidentiell (Cosentino et al. 2019).

In der Folge der chronisch hyperglykdmischen Zustinden treten makro- und mikro-
angiopathische Verinderungen auf, die zu eciner Bandbreite an Organschiden fihren
koénnen. Die KHK, ischdmische Schlaganfille und periphere arterielle Verschlusskrankheiten
sind die wichtigsten Komplikationen makroangiopathischer Verinderungen, wihrend die
diabetische Nephropathie, Retinopathie und Neuropathie in Folge von Mikroangiopathien
auftreten (Beckman et al. 2002).

Die schidigende Wirkung chronisch erhéhter Blutzuckerspiegel tritt jedoch nicht erst bei
den oben genannten diagnostischen Grenzwerten auf. Bereits pridiabetische Niichtern-
Glukosewerte (100-125mg/dl) pradisponieten fur ein erhohtes Herzinsuffizienzrisiko. Zwei
Drittel der beobachteten Patient:innen entwickelten eine HFfEF, wobei das Risiko in
Korrelation mit der Manifestationsstirke der Diabeteserkrankung steigt (Itzhaki Ben Zadok
et al. 2017). Es konnte ein deutlicher Zusammenhang zwischen dem Vorliegen eines

Metabolischen Syndroms und der Entwicklung einer HF gezeigt werden (Kannel et al. 1974,
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Stratton et al. 2000). Entwickeln sich trotz fehlendem Nachweis einer KHK, Klappenfehler
oder andere konventioneller kardiovaskulirer Risikofaktoren eine myokardiale Dysfunktion
und/oder HF, wird diese Dysfunktionalitit des Myokards als diabetische Kardiomyopathie
bezeichnet (Rubler et al. 1972).

Pathophysiologisch stellt die diabetische Kardiomyopathie ein Konglomerat verschiedener
schadigender Faktoren dar. Zu Beginn ist die diabetische Kardiomyopathie meist
asymptomatisch und wird durch eine zunehmende Fibrosierung und myokardiale Steifigkeit
charakterisiert. Daraus resultiert eine Stérung der frithdiastolischen ventrikuliren Fillung,
die wiederrum eine tbermiflige Fillung und Dilatation der Vorhéfe, sowie einen erhShten
Enddiastolischen linksventrikulirem Druck bedingt (Westermeier et al. 2016). In der
Frihphase liegen hierbei die fir die Diabetes mellitus-Erkrankung kennzeichnenden
Insulinresistenz, konstant erhéhte Blutglukoselevel, erhéhte Spiegel an freien Fettsduren und

dadurch hervorgerufene Reaktionskaskaden zugrunde (Jia et al. 2016).

Bedingt durch die periphere Insulinresistenz ist eine Energiegenerierung vor allem tber
Fettsduresubstrate notig (Rodrigues et al. 1998). Diese Stoffwechselanpassung hat eine
héheren Sauerstoffverbrauch und liefert nur unzureichend Energie sowie akkumulierende
toxische Zwischenprodukte. Diese beglinstigen apoptotische Prozesse (Liedtke et al. 1988),
wirken profibrotisch und stérend auf den Ca’*-Haushalt der Kardiomyozyten (Malhotra et
al. 1997, Abe et al. 2002).

Hyperglykimische Blutkonzentrationen fithren zum einen zu einer Dysbalance zwischen
vermehrter Produktion reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies und verminderter
antioxidativen Schutzmechanismen. Weiterhin wirken sie aktivierend auf das RAAS (Xu et
al. 2013), wobei erschwerend hinzukommt, dass bei DM2 Patient:innen die Angiotensin-II-
Rezeptordichte und mRNA-Expression am Herzen erh6ht sind (Giacchetti et al. 2005). Der
Hypertrophiereiz wird so und durch die konstant hohe Insulinlevel noch potenziert
(Sundgren et al. 2003).

Verstirkend kommt die Entstehung der Advanced Glycation Endproducts (AGEs), die in direkter
Korrelation mit der Hohe des Blutglukosespiegel steht, hinzu. Nicht nur erhéhen diese
ebenfalls den oxidativen Stress und wirken so proapoptotisch und profibrosierend, sie fiihren
durch Quervernetzungen auch direkt zu einer Erhéhung der myokardialen Steifigkeit
(Hartog et al. 2007, Bodiga et al. 2014). Der gestorten Insulinsignalwege und akkumulierende
AGEs hemmen die Produktion des vasodilatatorisch wirkende Stickstoffmonooxids (NO)
der Endothelzellen. Darunter nimmt vor allem die fir die Versorgung der
Kardiomyozyten notwendige Fahigkeit, auf sich dndernde Stoffwechsellagen flexibel
reagieren zu kénnen, ab (Quehenberger et al. 2000, Sanders et al. 2000).

Die diabetesbedingten erhéhten Blutspiegel an freien Fettsiuren fithren aulerdem zu einer
verstirkten Einlagerung von Lipiden und so auch unabhingig von atherosklerotischen
Verinderungen direkt zu einer beschleunigten Koronarsklerose, der Steatosis cordis
(Rijzewijk et al. 2008).
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Wie auch in der nicht-diabetes bedingte HF, spielen bei der Entwicklung der diabetischen
Kardiomyopathie die im vorangegangenen beschriebenen intrazelluliren pathologischen

Prozesse eine entscheidende Rolle.

Daten aus diabetischen Miusen und Ratten konnten erhéhte diastolische Ca**-Level,
vetlangsamte Ca**-Strome und eine reduzierte SERCA-Aktivitit nachgewiesen werden (Ye
et al. 2003, Belke et al. 2004, Ye et al. 2004, Van den Bergh et al. 2007). Letztere konnte auf
die Abnahme der Glut4-Transporter bei Diabetes (Cook et al. 2009) und das damit

begrenzte intrazellulire Glukoseangebot zurtickgefithrt werden (Jia et al. 2016).

Von weitreichender Bedeutung und im wesentlich unterschiedlich zur nicht-diabetischen HF
scheint jedoch die Hochregulierung der CaMKII bei erhéhten Glukose-spiegeln zu sein
(Erickson et al. 2013, Daniels et al. 2015). Eine kurzzeitige Aktivititszunahme fihrt im
physiologischen Zustand zum Wiedereinstellen der Ca’*-Homdéostase, eine dauerhafte
Aktivierung, wie beim Diabetes mellitus Typ 2, fithrt jedoch zu Pathologien der kardialen
Funktion (Anderson et al. 2011, Daniels et al. 2015).

Eine chronische Uberaktivitit der CaMKII fiithrt zu einem verstirkten Ca**-Strom der L-
Typ-Ca**-Kanile. Zudem kommt es bei repetitiver Stimulation zu einer verzdgerten
Inaktivierung der Kanile (Yuan et al. 1994). Weiterhin erhoht die CaMKII die
Offenwahrscheinlichkeit der T-Typ- Ca**-Kanile (Wolfe et al. 2002).

Auch die Na'-Kanile sind Ziel der CaMKII. Die diabetesbedingte gesteigerte CaMKII-
Aktivitit fihrt zu einer Reihe an Verinderungen der Na'-Kanile, die zusammen
genommen in einer Vetlingerung des APs und einer intrazelluliren Na*-Uberladung enden
(Glynn et al. 2015).

Beziiglich der K+-Kanile muss zwischen einer akuten und einer chronischen CaMKII-
Aktivititserhdhung differenziert werden. So steigert diese zwar kurzfristig die Leit- oder
Transportkapazitit der spannungsgesteuerten, der einwirtsgerichteten- und der Ca®'-
abhingigen K*-Kanile, eine chronische Steigerung fithrt jedoch zu einer verminderten
Aktivitit und Expression (Hegyi et al. 2019), die somit in der diabetischen Kardiomyopathie
auftritt.

Uberdies wird die RyR-Aktivitit CaMKII-abhingig reguliert und neigt in diesem Zustand zu

spontanen Ca**-Ausstrémen (Camors et al. 2014).

Neben den verdinderten lonenkanilen konnte auch eine direkte Alteration der
Kontraktionsproteine des myosinbindenden Protein C (Tong et al. 2015), Troponin I
(Swiderek et al. 1990) und der leichten Kette des Myosins (Eikemo et al. 2016) nachgewiesen
werden. Dies resultiert zunichst in einer erthchten Ca**-Sensitivitit, die zunichst positiv
ionotrop wirkt. Offen bleibt jedoch, wie sich eine chronische Sensitivitdtssteigerung
auswirkt. Ein negativer Einfluss konnte jedoch klar auf die diastolische Grundspannung
nachgewiesen werden. Durch CaMKII-abhingige Phosphorylierung des Titins ist dies in
seiner Elastizitit pathologische verindert (Hamdani et al. 2013, Hidalgo et al. 2013). Gepaart
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mit der endothelialen Dysfunktion miinden all diese Prozesse in einer Verdnderung der
Binnenstruktur im Sinne einer Fibrosierung. Die folglich geminderte Dehnbarkeit der
Ventrikel und die erschwerte Fullung treiben die diastolische Funktionsstérung konstant
voran. Erschwerend kommt hinzu, dass eine diabetisch bedingte Denervierung der
Barorezeptoren zu einer generalisierten Aktivierung des Sympathikus fiihrt (Bisognano et al.
2000, Pappachan et al. 2008, Jia et al. 20106), die, wie bereits erldutert, mit den
frequenzbedingten Einschrinkungen der kardialen Versorgung wihrend der Diastole

einhergeht.

Zusammenfassend finden sich in der HF und in der diabetischen Kardiomyopathie dhnliche

pathologische Verinderungen auf zellulirer Ebene.

1.4 Der Wirkstoff Empagliflozin

Empagliflozin ist ein orales Antidiabetikum. Seit 2014 ist es zugelassen fiir die Behandlung
des DM2. Es kann als Monopriparat oder als Kombination mit gingigen Antidiabetika

verabreicht werden.

Empagliflozin gehort zu den selektiven Natrium-Glukose-Kotransporter-2- (Sodinm-Glucos-
Cotransporter 2-; SGLT2-) Inhibitoren. Es wird zur Gruppe der Gliflozine gezdhlt und ist
strukturell eng verwandt mit den Wirkstoffen Dapagliflozin und Canagliflozin. Es existieren
zwei Isoformen, der SGLT1 und SGLT2. Wihrend der SGLL'T1 vornehmlich in der Leber,
Lunge, Niere, dem Herzen und Dinndarm vorkommt, beschrinkt sich die SGLT2-
Expression hauptsichlich auf die Niere (Ferrannini 2017). Dort findet sich der SGLT2 im
frithproximalen Tubulus der Niere und ist mit einem Anteil von 90% malgeblich
an der Riickresorption von Glukose aus dem Primirharn verantwortlich. Im Kotransport
mit einem Molekiil Na'-transportiert der SGLT2 ein Molekiil Glukose in die Zelle, von wo

aus die Glukose tber einen Glukosetransporter ins Blut diffundiert.

Empagliflozin inhibiert den Transporter und es kommt zu einer vermehrten Glukoseaus-
scheidung tiber den Harn, wodurch konsekutiv eine Senkung des Blutglukosespiegels um bis
zu 30mg/dl erreicht wird. Dadurch kann eine HbAlc-Senkung um ca. 1% erzielt werden, im
Rahmen der EMPA-REG-Studie bedeutete dies eine Reduktion von im Mittel 8,1% auf 7,3%
(Zinman et al. 2015). Uberdies lassen sich auch Verinderungen anderer Werte unter
Empagliflozintherapie beobachten, die maf3geblich fiir das kardiovaskulire Risikoprofil sind.
Das Gewicht nimmt im Mittel um 1-2 kg ab (Liakos et al. 2014) und der systemische
Blutdruck sinkt um etwa 4-6mmHg (Tikkanen et al. 2015, Zinman et al. 2015).

Laut der European Medicine Agency (EMA/32946/2017) betrigt die mittlere Halbwertszeit
12,4 Stunden. Die klinisch gewihlte Dosis zur Eindosierung betrigt 10mg und kann im
Verlauf auf 25mg erhéht werden. Dies entspricht in etwa einer Blutkonzentrationen von
0,6uM.
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1.5 Aktuelle Studienlage zu Beginn dieser Arbeit

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass eine strenge Kontrolle des Blutglukoselevels mit einer
Senkung des Herzinfarktrisikos einhergeht, jedoch keinen Effekt auf die kardiovaskulire
Mortalitit oder Herzinsuffizienz-Privalenz aufweist (Stratton et al. 2000, Gerstein et al.
2008).

Aufgrund der bekannten Komorbiditit werden neue Diabetesmedikamente auch speziell
hinsichtlich ihres kardiovaskuldren Risikoprofils getestet. Fiir die standardisierte Bewertung
wird hiufig der Dreikomponenten Major Adverse Cardiac Events (kurz MACE) Endpunkt
gewihlt. Dieser beinhaltet die Endpunkte kardiovaskuldrer bedingter Sterbefille, nicht-
tédlicher Myokardinfarkt und nicht-tédlicher Schlaganfall (Hicks et al. 2018).

Als kardiovaskulir sicher gelten folgende zwei Substanzklassen. Zum einen die Glucagon-
Like-Peptide-1- (GLP1-) Rezeptorantagonisten (Pfeffer et al. 2015, Marso et al. 2016) und
zum anderen die Gliptine (DPP-4-Inhibitoren) (Scirica et al. 2013, White et al. 2013, Green
et al. 2015). Die fir letztere in der ,,Saxagliptin and Cardiovascular Outcomes in Patients
with Type 2 Diabetes Mellitus“- (SAVOR-TIM-53-) Studie gezeigt erhohte
Hospitalisierungsrate in Bezug auf Herzinsuffizienz (Scirica et al. 2015), lief3 sich in der
,,Cardiovascular Outcomes Study of Alogliptin in Patients With Type 2 Diabetes and Acute
Coronary Syndrome*- (EXAMINE-)Studie (White et al. 2013) zwar als signifikante Tendenz
reproduzieren, war in der ,,Trial Evaluating Cardiovascular Outcomes with Sitagliptin®-
(TECOS-) Studie (Green et al. 2015) hingegen nicht mehr nachweisbar.

Fir die Insulin-Sensitizer existieren ebenfalls widerspriichliche Daten. Die durch die ,,A
Randomized Trial of Therapies for Type 2 Diabetes and Coronary Artery Disease®- (BARI-
2D-) Studie nachgewiesene Sicherheit (Damluji et al. 2017), konnte durch die ,,UK
Prospective Diabetes Study Group®- (UKPDS-33) und die ,,Outcome Reduction with an
Initial Glargin Intervention®- (ORIGIN-) Studie nicht bestitigt werden (Stratton et al. 2000,
Gerstein et al. 2018). Weitere Studien zeigten zwar eine Reduktion des MACE-Risikos und
eine dhnlich hohe Mortalitit, gingen dann jedoch mit einer erhShten Hospitalisierungsrate
einher (Dormandy et al. 2005).

Als 2015 die EMPA-REG-Studie ver6ffentlich wurde (Zinman et al. 2015), zeigte sich, dass
verglichen mit einem Placebo Empagliflozin nicht nur beziiglich der kardiovaskuliren
Sicherheit deutlich tberlegen war, sondern auch die Gesamtmortalitit und die
Notwendigkeit zur stationiren Behandlung herzinsuffizienter Patientinnen durch eine
Behandlung mit Empagliflozin deutlich reduziert wurde. Insgesamt wurden 7020
Patient:innen im Mittel 3,1 Jahre beobachtet, wobei die Interventionsgruppe zusitzlich zur
Standarttherapie tiglich 10mg oder 25mg Empagliflozin und die Kontrollgruppe ein Placebo
erhielt. Als primiren Endpunkt wurden die 3 Komponenten des MACE-Risikos definiert,

als sekundiren Endpunkt wurden die Hospitalisierungsraten aufgrund von Symptomen einer
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Herzinsuffizienz festgesetzt. Bemerkenswerterweise zeigten sich die positiven Effekte

bereits innerhalb der ersten drei Monate nach Start der Empagliflozinbehandlung.

Gleichzeitig verdichtete sich die Datenlage, die einen Klasseneffekt der Gliflozine
suggerierte. Die ,,Canagliflozin and Cardiovascular and Renal Events in Type 2 Diabetes-
(CANVAS-) Studie (Mahaffey et al. 2019) zeigte eine Canagliflozin-bedingte signifikante
Reduktion des MACE-Risikos (Neal et al. 2017) und auch die ,,Comparative Effectiveness
of Cardiovascular Outcomes in New Users of SGLT-2 Inhibitors*- (CVD-REAL-) Studie
postulierte eine signifikant verringerte Rate and stationiren Behandlungen herzinsuffizienter
Patient:innen und Gesamt-Todesfallrate beim Vergleich der SGLT2-Inhibitoren mit anderen
oralen Antidiabetika (Kosiborod et al. 2017).

Doch Verinderungen des HbAlc, des Blutdrucks und der Cholesterinspiegel, klassische CV-
Risikofaktoren, konnten die Gesamtverbesserung nicht ausreichend erkliren (Fitchett et al.
2017, Zinman et al. 2017). Zudem konnte die MACE-Risikoreduktion eGFR-unabhingig
beobachtet werden, obwohl die glukosesenkende Wirkung Empagliflozins eGFR-abhingig
auftrat (Wanner et al. 2018). Dies bestirkt die Vermutung, dass die CV-Risikoreduktion

zumindest teilunabhingig von der glukosereduzierenden Wirkung auftritt.

Insgesamt wurde jedoch stirker auf die systemischen Verinderungen und deren positiven
Einfluss auf die kardiale Leistung fokussiert und weniger auf mogliche direkte kardiale
Effekte.

Dies mag zu grof3en Teilen auch daran liegen, dass der SGLT-2 nicht an Kardiomyozyten
vorkommt (Mustroph et al. 2019), also keine offensichtliche Verbindung des Wirkstoffs zum
Herzmuskel besteht. Der SGLT-1 jedoch ist auf Kardiomyozyten zu finden (von Lewinski
etal. 2010). Ein moglicher Effekt Giber letzteren kann zwar erwogen werden, erscheint jedoch
bei einer tber 2500-mal stirkere Selektivitit Empagliflozins fiir den SGLT-2 (Grempler et

al. 2012) bei den klinischen Plasmakonzentrationen als eher unwahrscheinlich.

Als moégliche Erklirung fiur die frith sichtbaren Effekte Empagliflozins wurde der pro-
diuretischen Effekt diskutiert. Die vermehrte Glukoseausscheidung wirkt aufgrund
osmotischer Eigenschaften synergistisch mit anderen Diuretika, gleichzeitig wird wihrend
der Frihphase der Therapie auch die Riickaufnahme von Na® im Symport mit Glukose
inhibiert und es kommt zur vermehrten Na'-Ausscheidung (Cherney et al. 2014, Tanaka et
al. 2017). Konsekutiv kommt es zu einem verminderten extrazelluliren Volumen, also einer
reduzierten Vorlast, eine direkte Stellgroen der kardialen Belastung. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass die SGLT2-Inhibitortherapie von keiner reflektorischen sympathischen
Aktivierung wie die Thiazid- oder Schleifendiuretika begleitet werden (Wan et al. 2018). In
einer Mediationsanalyse der EMPA-REG-Studie konnte in etwa die Hilfte der
kardiovaskuldren Outcomeverbesserung der intravasalen Wasserreduktion, sichtbar in Form
eines gesteigerten Hamatokrits, zugeschrieben werden (Inzucchi et al. 2018a), ein Effekt, der
auch fiir verwandte Wirkstoffe der SGLT2-Inhibitorklasse nachweisbar war (Lambers
Heerspink et al. 2013).
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SGLT2-Inhibitoren zeigten in mehreren Studien einen geringen senkenden Effekt auf den
Blutdruck (Mazidi et al. 2017). Der verringerte intrakardiale Fiillungsdruck und die reduzierte
Nachlast fithren zu einer besseren Durchblutung des Endokards, sowie reduziertem
kardialen Stress (Verma 2019).

Weiterhin zeigte sich, dass wenige Wochen nach Beginn einer Therapie mit Empagliflozin
eine Reduktion des zentralen systolischen Blutdrucks und weitere Parameter, die als Marker

fiir arterielle Steifigkeit gelten, zu beobachten war (Striepe et al. 2017).

Neben den das vaskulire System betreffenden Faktoren fanden auch Ubetlegungen zu
metabolischen Verinderungen Eingang in die Debatte, insbesondere der Metabolismus der
Kardiomyozyten. Im gesunden Herzen wird 90% der der ATP-Produktion durch die
Oxidation von Fettsiuren und Kohlenhydraten generiert. Bei DM-Patient:innen ist die
Fihigkeit flexibel auf metabolische Verinderungen zu reagieren eingeschrinkt und es kommt
zu einer stirkeren Gewichtung zugunsten der Energiegewinnung aus Ketonkérpern und
verzweigtkettigen Aminosduren (Verma 2019). SGLT-2-Inhibitoren fihren zu einem
leichten Anstieg von Ketonkorpern. Dies gilt sowohl fir DM und nicht an Diabetes
erkrankte Patient:innen. Eine Anpassung des myokardialen Stoffwechsels hin zu einer
energieeffizienteren Verwertung der Ketonkorper konnte ebenfalls zu einer verbesserten
Herzleistung fihren (Kappel et al. 2017, Verma et al. 2017).

Uberdies wurde eine kardiale Beeinflussung tiber die kardiale Na*--Wasserstoff-Austauscher
(NHE1)-Aktivitit bedacht (Baartscheer et al. 2017). In der Herzinsuffizienz konnte eine
verstaitkte NHE1-Aktivitit nachgewiesen. Die dadurch erhohten Na'- und Calciumlevel
fithren zu vermehrtem Myozytenstress und der Entwicklung einer Kardiomyopathie (Packer

et al. 2017). Dementsprechend kénnte eine Inhibition des NHE kardioprotektiv wirken.

Das Herz wurde im Zuge der wissenschaftlichen Diskussion somit immer wieder als
Profiteur von systemischen Wirkketten in den Fokus gerilickt, es fanden jedoch keine

weitergehenden Studien beziiglich einer direkten kardialen Wirkung statt.

Das Ziel dieser Arbeit war daher eine Evaluation mdglicher pleiotroper Effekte

Empagliflozins auf murines und humanes Myokard.
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2 Material und Methoden

2.1 Gewebe

Alle Experimente wurden gemil3 der Declaration of Helsinki und nach NIH Guidelines
(Guides for he Care and Use of Laboratory Animals) und gemil den Richtlinien der
Directive 2010/63/EU des Europiischen Patlaments zum Schutz von Tieren, die zu
wissenschaftlichen Zwecken verwendet werden, durchgefithrt. Fir die Entnahme und
Verwendung humanen Gewebes liegen positive Voten der Gottinger Ethik-Kommission mit

Einverstindniserklirung der Patient:innen vor.

2.1.1 Humanes Gewebe

Die sezierten Muskelstreifen wurden dem rechten Ventrikel explantierter Herzen
entnommen. Die explantierten Herzen entstammen einer Kooperation mit dem
Transplantationszentrum Bad Oeynhausen. Nach Entnahme der explantierten Herzen
wurde diese in der kardioplegen Lésung Custodiol transportiert (Sossalla et al. 2010a, Fischer
et al. 2013). Ventrikulires Myokard wurde aus 19 explantierten Herzen von Patient:innen im

Endstadium des Herzversagen gewonnen.

2.1.2 Murines Gewebe

Fir die Tierversuche liegen positive Voten der Ethik-Kommission unter dem Aktenzeichen
14/9/11 vor. Sie erfolgte gemil3 der NIH Richtlinien (Guide fort he Care and Use of
Laboratory Animals) und den Richtlinien 2010/63/EU des Europiischen Patlaments zum
Schutze der wissenschaftlich verwendeten Tiere und wurden genehmigt unter dem
Aktenzeichen  31/9/00  ,Funktionelle, biochemische und molekularbiologische
Charakterisierung von Gewebeproben aus explantierten menschlichen Herzen®. Es wurden
Miuse vom diabetischen Typ (db/db) und nicht-diabetischen Typ (Wiltyp der Mauslinie
deltaC) verwendet.

Die verwendeten Herzmuskelpriparate stammen von Tieren verschiedener Altersgruppen,

genetischen Hintergrunds und mannlichen und weiblichen Geschlechts.

Fir das nicht-diabetischen Mausmodell wurden Wildtypen (WT) der deltaC-Mausreihe des
Zuchtstammes C57B6/] der Zentralen Tierexpetimentellen FEinheit (ZTE) der

Universititsmedizin Goéttingen verwendet.

Fir das diabetische Tiermodelle wurden tibergewichtige, an Diabetes erkrankte Mause

(BKS.Cg-Dock7m +/+ Leptrdb/J) genutzt. Hierbei kommt durch das db-Gens zu einer G-
zu-T-Punktmutation in den Genen Dock7 und Lepr, die physiologischerweise Proteine fiir
den Leptinrezeptor und die Leptinsignaltransduktion kodieren (Chen et al. 19906). Leptin ist

ein Zytokinrezeptor fiir das Hormon der Fettzellen Leptin und ist an der Regulation von
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Hunger, dem Energiemetabolismus und Gewicht beteiligt (Nordstrom et al. 2013).
Verinderte Rezeptoren konnten bei Menschen mit Adipositas assoziiert werden (Considine
et al. 1996, Masuo et al. 2008). Miuse, mit dysfunktionalem Leptinrezeptor, zeigen eine
chronische Hyperphagie und folglich starke Gewichtszunahme mit konsekutiv erhShten
hohen Leptin- und Insulinspiegeln. Sie dienen daher als Modelle fir Studien zu Adipositas,
Diabetes und Dyslipiddmien (Sharma et al. 2003).

Diese als Diabetesmodell etablierten Mduse zeigen ab dem 10 bis 14. Lebenstag erhéhte
Insulinlevel, zwischen der vierten bis achten Woche steigen die Blutzuckerspiegel. Im
Verlauf zeigen die Miuse typische Diabetessymptome wie Polydipsie, Polyurie und
Polyphagie (Hummel et al. 1966). Bei dem verwendeten Lept™-Stamm zeigen sich zudem
die fir diese Arbeit wichtige dysfunktionale myokardiale Komponente. Mit einem Alter
von 16 Wochen ist die linksventrikuldre Steifigkeit voll ausgepragte (Hamdani et al. 2014).
Fir die Experimente dieser Arbeit wurden 20 Tiere im Alter zwischen 12 und 14 Wochen

verwendet. 9 waren weiblichen und 11 mannlichen Geschlechts.

2.2 Versuchsaufbau

2.2.1 Loésungen

Insgesamt wurden fiinf spezielle Lésungen bendétigt. Als Basis diente die Krebs-Henseleit-
Lésung (KHS-Losung) in unterschiedlich konzentrierter Form. Verdinnt und angereichert
mit unterschiedlichen Stoffen diente sie zum einen als Lésung wihrend des Schrittes der
Priparation der Muskeltrabekel (als sog. Dissektionsldsung), sowie als Losung fiir die Kon-
traktilitdtsexperimente selbst. Die Konzentration der Elektrolyte entspricht dabei anndhrend

der physiologischen Konzentration.

2.2.1.1 Krebs-Henseleit-Lésung

Fir die im Folgenden beschriebene Krebs-Henseleit-Losung (KHS-Losung) wurde zunichst

eine 10-fach konzentrierten Stammlésung (KHS-10x) hergestellt.

Zur Produktion eines Liters der Stamml6sung bendtigt man die in Tabelle 1

zusammengefassten Stoffe.

Tabelle 1 Zusammensetzung der Stammldsung

Bezeichnung Konzentration Menge fiir 11 Stammlésung

IAqua bidestilliert auf 11

Natriumchlotrid 116,1 mM 678 ¢
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Kaliumchlorid 5,0 mM 3,73 ¢
Natrium-di- 2,0 mM 2,76 g
Hydrogenphosphat

Magnesiumchlorid 1,2 mM 2,44 ¢
Natriumsulfat 1,2 mM 1,70 g

Zur Herstellung der 1-fach konzentrierten KHS-Losung (1x-KHS) wurde die 10x-KHS

entsprechend Tabelle 2 verdiinnt.

Tabelle 2: Zusammensetzung der 1x-KHS

Bezeichnung Konzentration Menge fiir 11 Stammlésung
IAqua bidestilliert 900 ml
10x-KHS 100 ml

2.2.1.2 Dissektionslésung (BDM-Lsg,)

Bei der Priparation wurde eine mit 2,3-Butanedion-Monoxim (BDM) angereicherte 1x-
KHS-Lésung benutzt. Unter Anwesenheit von BDM werden die Ca*'-Bindungsstellen von
Troponin C und der Ca’*-Kanile blockiert und so die Kontraktionsfihigkeit der
Muskelstreifen inhibiert (Gwathmey et al. 1991). Die Hemmung der elektromechanischen
Kopplung verhindert die Kontraktion, sodass der Sauerstoffbedarf des Myokards gesenkt

wird.

Durch die vorherige Aufsittigung der Dissektionslésung mit einem Carbogen-Gemisch,
bestehend zu 95% aus Sauerstoff (O2) und zu 5 % aus Kohlendioxid (CO2), war eine
ausreichende  Sauerstoffversorgung  gewihrleistet. Das Kohlendioxid und das
Hydrogencarbonat bilden ein offenes Puffersystem, sodass der pH-Wert der Losung

konstant gehalten wurde.

Die zur Herstellung der BDM-Lsg. bendtigten Materialien sind folgend in Tabelle 3

zusammengefasst.
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Tabelle 3: Zusammensetzung der Dissektionslésung

Bezeichnung Konzentration Menge
10x-KHS 100ml
D-Glukose 10,0 mM 1,8¢
Natriumhydrogencarbonat 20,0 mM 1,7¢
2,3-Butanedione-Monoxime 20,0 mM 20¢g
(BDM)

1 mol/l Kalziumchlorid in 0,2 mM 250 wl
\Wasser

Aqua bidestilliert Auf 11

Alle Losungen wurden bei 5°C in geschlossenen Glasflaschen gelagert. Die BDM-Lsg. und

1x-KHS wurden dabei maximal drei Tage nach Herstellung verwendet.

2.2.1.3 DMSO-Lésung

DMSO dient als Triger fiir Empagliflozin. Um mégliche auftretende Effekt ausschlief3lich
auf Empagliflozin zuriickfithren zu kénnen, durften sich die fiir die Interventionsgruppe als
auch fir die Kontrollgruppe benutzten Lésungen bis auf das Empagliflozin nicht
unterscheiden. Die Kontrolllosung (DMSO-Lsg.) wurde daher, wie in Tabelle 4 dargestellt,
so mit DMSO aufgesittigt, dass sie der Empagliflozinlésung entsprach.

Im Zuge der Wash-Out-Versuche war es notwendig, das sich im System befindliche
Empagliflozin auszuwaschen. Dafiir wurde eine Wash-Out-Versuchslosung (WO-Lsg.)
hergestellt, die mit DMSO und Ca®" so aufgesittigt war, dass sie den Endkonzentrationen
der Kontrollkonzentrationsreihe (humane Proben 10uM, murine Proben 0,5uM) entsprach.

Vor Verwendung wurde sie mit Carbogen begast und auf 37°C erwirmt.

Tabelle 4: Zusammensetzung der DMSO-Lsung fiir die Wash-Out-Versuche

Bezeichnung Menge
1x-KHS 100 ml
DMSO 450 uL.

1 mol/1 Kalziumchlorid in Wasser 150uL
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2.2.1.4 Custodiollsung

Die fir den Transport und den Priparationsprozess verwendete Custodiolldsung wurde von
der Dr. Franz Kéhler Chemie GmbH, Deutschland (Nummer 1414711) bezogen.

2.2.1.5 Empagliflozinlésung

Um das als reinen Wirkstoff gelieferten Empagliflozin verwenden zu kénnen, wurde
zunichst eine Losung mit einer Konzentration von 1pMhergestellt. Hierzu wurde 22.18ml

DMSO-Lésung 0,01g Empagliflozin hinzugefiigt.

Die tiir die Experimentreihen benétigte schrittweise Aufdosierung von 500uM wurden unter

Hinzugabe von 25 pl der 1uM-Lésung zu 50ml Krebs-Henseleit-Lésung erreicht.

2.2.2 Aufbau der Versuchsanlage

Die Versuchsanlage bestand aus zwei analog aufgebauten, geschlossenen Kreisliufen. Die
Muskelpriparate wurden in einem Organbad zwischen einen mit einer Mikrometerschraube
verbundenen Haken und einer Drahtdse, die mit einem Kraftaufnehmer (KG3, Scientific

Instruments, West Palm Beach/USA) verbunden war, eingehingt.

Das Priparat wurde kontinuierlich von Losung umspiilt. Diese zirkulierte von einem 100ml-
fassende Reservoir durch eine erwirmbare Glasspirale zum Organbad und zuriick in das

Reservoir.

Verbunden waren die einzelnen Systemkomponenten tber Zu- und Ablaufschlduchen. Eine
Rollenpumpe (Reglo, Firma Ismatec, Wertheim-Mondfeld) gewihrleistete das konstante
Zirkulieren der Losung. Durch die Doppelwinde mit dazwischen liegendem Raum, lieBen
sich die Reservoirs und die Glasspirale mit Wasser umspiilen und so Einfluss auf die
Temperatur der zirkulierenden Lésung nehmen. Die Schlauchlingen war minimal, um einen
Temperaturverlust méglichst gering zu halten. Das umspiilende Wandwasser wurde in einem
separaten Wasserbad zunichst auf 40,5°C erwirmt, sodass die Versuchslosung bei Erreichen

des Organbads physiologische 37°C aufwies.

Die Reservoirs wurden zudem mit Wachsfolie abgedichtet, um ein Verdunsten und eine
dadurch bedingte Minderung des zirkulierenden Volumens zu verhindern. Die
Versuchslésung wurde im Reservoir durchgehend mit Carbogen begast, sodass ein

ausreichender Sauerstoffgehalt und ein konstanter pH sichergestellt waren.

Im Organbad wurde die Feldstimulation parallel zur Lingsachse des Muskelpriparats
ausgerichtet. Die beidseits installierten Platinelektroden waren mit einem Stimulator (Firma

Scientific Instruments, West Palm Beach/USA) verbunden.

Fir eine optimale Sicht diente ein Mikroskop mit bis zu 3-facher Vergréflerung und

integrierter Messskala in einem Okular, sowie eine flexible Lampe.
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Okular

|

Zulauf

Mikrometer-

schraube Ablauf
mit Aufhinghaken [N
2. Muskeltmbekel]-

Organbad

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. Der priparierte Herzmuskeltrabekel
wurde zwischen Aufhingehaken und Draht&se eingespannt. Es wurde kontinuierlich von Losung umspiilt,
die vom Zulauf zum Ablauf floss. Uber die Mikrometerschraube lieB3 sich die Spannung des Muskelpriparats
regulieren. Die Draht6se war mit dem Kraftaufnehmer verbunden, sodass eine kontinuierliche Messung der
Kontraktionsparameter moglich war. Ein parallel zur Lingsachse des Priparats ausgerichtete Feldstimulation

sorgte fiir den Kontraktionsstimulus. Uber ein Okular war eine genaue Aufsicht méglich.

Riicklauf

Reservoir

Begasung

Zulaufschlauch

Schwiinbare
Okularhalterung

Beheizbare Spirale

Kraftabnehmer

Pumpe

Organbad
mit Zu- & Ablauf

Stimulationsanschluss

Mikrometerschraube

Abbildung 3: Versuchsanlagen der Kontraktilititsexperimente. Die Losung zitkuliert, angetrieben durch
die zwischengeschaltete Pumpe, vom Reservoir tiber den Zulaufschlauch durch die beheizbare Glasspirale
zum Organbad. Dort ist das Muskelpriparat zwischen einem mit der Mikrometerschraube verbundenen
Haken und einer Draht6se, tiber die der Kraftabnehmer die Kontraktionsparameter misst, eingespannt. Die
Lésung zirkuliert vom Organbad tiber den Riicklaufschlauch zurtick ins Reservoir. In diesem findet eine
kontinuierliche Begasung mit Carbogen statt. Das Reservoir und die Glasspirale sind doppelwandig und

kénnen von erwirmter Losung durchspiilt werden, sodass die Temperatur, der sich im System befindliche
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Versuchslsung reguliert werden kann. Auf dem rechten Bild sind zwei Anlagen abgebildet. Die Pumpe treibt

hierbei beide Systeme parallel an, die Kreisldufe bleiben jedoch streng voneinander getrennt.

2.3 Vorbereitung

Zu Beginn wurden alle benétigten Utensilien (Priparierbesteck, verschlieSbarer Behilter mit
BDM-Lsg, Injektionsnadel, Clip) bereitgelegt. Zudem wurde die Versuchsapparatur mit
jeweils 100ml 1x-KHS-Lésung befilllt und die Begasung und Erwirmung gestartet. Vor
Installation der Muskelpriparate wurde so das Erreichen einer Homdoostase des pHs, der
Gaskonzentrationen und der Temperatur gewihrleistet und optimale, Giber die einzelnen

Experimente hinweg konstante, Versuchsbedingungen geschaffen.

2.3.1 Murines Gewebe

Gemil § 4 Abs. 3 TietSchG wurde die T6tung der Tiere zur Entnahme von Gewebe fiir
wissenschaftliche Zwecke der Bezirksregierung in Braunschweig dem Aktenzeichen T2/08

und dem Titel ,,Funktionelle Untersuchung an Herzmuskelzellen von Miusen® angezeigt.

Die Narkotisierung erfolgte in einem geschlossenen Glasbehilter mit Isofluran Gas (Forene,
Firma Abbott, Illinois/USA), woraufhin die Tiere in Narkose durch zervikale Dislokation

getdtet wurden.

AnschlieBend wurde das Abdomen durch einen rippenbogennahen Schnitt erdffnet, das
Zwerchfell durchtrennt und die Rippen beidseits in der Medioclavicularlinie bis zur Clavicula
durchtrennt. Der durch eine Klemmschere fixierte Processus Xyphoideus wurde nach kranial
geklappt und der daran fest gewachsene Herzbeutel vorsichtig durchtrennt, sodass gute Sicht
auf das Herz und ein einfacherer Zugang zu diesem gewihrleistet waren. Die Gefille wurden
herznah mit einer Pinzette gehalten und oberhalb dieser durchtrennt. Das explantierte Herz
wurde direkt in einen mit gekithlter BDM-Lsg. beftllten verschlieBbaren Behilter tiberfiihrt

und ohne Zeitverzégerung zum Priparationsarbeitsplatz gebracht.

Dort wurde das Herz in eine Plastikschale mit Silikonbett tibetrfuhrt, die ebenfalls mit BDM-
Lsg. befiillt war. Uber den Aortenstumpf erfolgte die Fixierung auf einer Injektionsnadel.
Durch Perfusion mit Dissektionslésung wurde das verbliebene Blut der Herzkammern

ausgewaschen und diese gereinigt und gleichzeitig das Herz in der Plastikschale fixiert.

Weitere bendtigte Materialien waren Mikropinzetten und -scheren. Die Eroffnung des
Herzens erfolgte unter Sicht mit einem Stereomikroskop. Unter Erhalt und orientierend an
den anatomischen Strukturen wurde die Vorderwand des rechten Ventrikels von der
Pulmonalarterie hin zur Herzspitze aufgeschnitten. Sie wurde anschlieBend beiseite geklappt,

sodass sich die fiir die Versuche benétigten Papillarmuskeln dargestellten.

Wie in Abbildung 4 gezeigt, wurden diese pripariert. Vorteilhaft war eine T-formige
Priparation an der Basis und ein Erhalt der Papillarsehenfiden. Dabei war eine mdglichst

atraumatische Priparation, das heil3t eine moglichst geringe Irritation in Form von Dehnen
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oder Quetschen, von gréfiter Wichtigkeit. In der Regel konnten pro Herz zwei

rechtsventrikulire Papillarmuskeln gewonnen werden.

Das Perfusionssystem wurde vor Uberfithrung der Muskelstreifen in das Organbad gestoppt.
Das Priparat wurde moglichst atraumatisch zwischen Mikrometerschraube und
Kraftaufnehmer so eingehingt, dass der Streifen zwar fixiert, jedoch nicht gedehnt war.
Dabei wurden die Sehnenfiden durch die Ose gefidelt, sodass die T-férmige breite Basis als
Widerlager funktionierte und der Muskelstreifen fixiert wurde. Die Sehnenfiden dienten

dann als vorderer Aufhingepunkt am Haken.

Kraftabnehmer

Ablauf
Organbad mit

Stimulationsselektroden
Zulauf

Lampe Stimulationselektroden Muskelstreifen

Haken an
Mikrometerschraube Mikrometerschraube

Abbildung 4: Beschriftetes Foto des Organbadabschnittes der Versuchsanlage. Gezeigt ist eine Aufsicht
auf das Organbad. Der Muskelstreifen wurde zwischen Haken und Ose eingespannt. Parallel zur Lingsachse
der Probe war die Stimulation ausgerichtet. Die Lésung floss vom Zulauf zum Ablauf. Uber die
Mikrometerschraube konnte die Dehnung reguliert und iber den Kraftabnehmer die Kontraktionskrifte

gemessen werden.

Das bereits wie beschrieben vorbereitete Perfusionssystem wurde gestartet, die ersten 50ml
des Perfusats jedoch verworfen, um das in der Dissektionslésung enthaltenen BDM aus dem
System zu entfernen. Die Streifen wurden vermessen und deren GréBen im Protokoll notiert
und in das Programm LabView eingetragen. Wihrend des Experiments zirkulierten die
verbliebenden 50ml der Lésung kontinuierlich im System. Die Muskelstreifen wurden mit
Hilfe der Feldstimulation im Organbad mit einer Frequenz von 4Hz stimuliert. Die Ca2*-
Startkonzentration von 0,25uM in der zirkulierenden Loésung wurde schrittweise alle 3
Minuten um je 0,25uM angehoben, bis die fir murines Gewebe annihernd physiologische
Endkonzentration von 1,25uM erreicht war. Wihrend dieses Prozesses fing das

Muskelpriparat an zu kontrahieren.
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Tabelle 5: Ca?"-Aufsittigung murinen Myokards. Angegeben ist die pro Schritt und Zeitpunkt

hinzugegebene Menge und daraus resultierende Ca?"-Konzentration der Losung

Schritt [Zeit [min] Hinzugefiigte Menge [pul] in 50ml KHS-|Ca?*"-Konzentration
Losung in Losung [mM/1]

0 0 0 0,25

1 3 12,5 0,5

2 6 12,5 0,75

3 9 12,5 1,0

4 12 12,5 1,25

In den folgenden interventionsfreien 10 Minuten konnte der Streifen sich bei geringer

Vortlast (diastolische Spannung 0,1mN/mm?2) an das Milieu adaptieren.

Durch langsames Drehen an der Justierschraube wurde anschlieend bis zur Linge Lmax
gedehnt. Basierend auf dem Frank-Starling Mechanismus ist die bei Lmax entwickelte Kraft
maximal und wurde in der Regel bei einer diastolischen Spannung von ca. 2,5 mN/mm? bis
5,5 mN/mm? erreicht. Hierbei wurde jeweils bei einem Zuwachs der systolischen Kraft um

+1 mN/mm? eine 30 Sekunden lange Dehnungspause eingehalten.

Um eine Stabilisierung der Kontraktionskraft zu sichern (steady-state), wurden 10 Minuten

bei nun optimaler Vordehnung abgewartet.

2.3.2 Humanes Gewebe

Zunichst wurde aus dem explantierten Herzen apexnah aus dem rechten Ventrikel ein
geeignetes, rosiges Stiick Myokard herausgeschnitten und in eine mit Custodiol befillte
Plastikschale gelegt. Dort wurde es mit zwei bis drei Nadeln fixiert. Unter Sicht durch das
Binokular wurden anschlieBend zwei moglichst isoliert verlaufende ventrikulire Trabekel
prapariert. Auch fiir das humane Gewebe wurde eine T-férmige Basis gewihlt, das vordere
Ende wurde jedoch nach Méglichkeit mit einem Schnitt glatt durchtrennt. Kriterien fir die
Auswahl waren eine méglichst rosige Farbe, augenscheinlich wenig fibréses Gewebe in naher
Umgebung, sowie nicht vorhandene Verwachsungen. Bei der Priparation wurde eine

Dehnung oder Stauchung vermieden.

Die Muskelstreifen wurden umgehend in das Organbad tberfiihrt. Die Entfernung des
mitiiberfithrten Custodiols erfolgte analog zu der Dissektionslésung bei der Verwendung
muriner Priparate. Der Streifen befand sich nun in dem Organbad, umspilt von 50ml

zirkulierender, begaster und beheizter Versuchslésung.
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Es erfolgte die Vermessung und Notierung der PriparatsgroBle. AnschlieBend wurde die

Stimulation mit 1Hz begonnen. Die Amplitude wurde bei 5,8A eingestellt.

Es erfolgte der Ca*"-Konzentrationsaufbau der Versuchslésung nach folgendem Schema:

Tabelle 6: Ca?*-Aufsittigung im humanen Myokard.

Schritt Zeit [min] [Hinzugefiigte Menge [ul] in Ca?"-Konzentration
50ml KHS-Losung in Lésung [mM/1]

0 0 0 0,25
1 3 12,5 0,5

2 6 12,5 0,75
3 9 12,5 1,0

4 12 12,5 1,25
5 15 12,5 1,5

6 18 12,5 1,75
7 21 12,5 2,00

Wihrend dieses Prozesses fing das Muskelpriparat an zu schlagen.

In der folgenden Adaptionsphase von 10 Minuten konnte der Streifen sich bei geringer
Vortlast (diastolische Spannung 0,ImN/mm2) stabilisieren. Wie bei murinen Priparaten
wurde die humanen Streifen bis Lmax gedehnt. Dies wurde meist bei einer diastolischen
Spannung von ca. 2,5 mN/mm? bis 55 mN/mm? erreicht. Vor Beginn des
Versuchsprotokolls wurden 10 Minuten bei nun optimaler Vordehnung abgewartet bis der

Steady-State erreicht war.

2.4 Empagliflozinkonzentrations-Wirkungsbeziehung

Nach zufilliger Zuordnung entweder zur Empagliflozin-Versuchsgruppe oder zur
Kontrollgruppe (DMSO) wurde die Baseline registriert und die Empagliflozinkonzentration

nach folgendem Schema in das Lésungsreservoir gegeben:

Tabelle 7: Schema fiir die Zugabe der Empagliflozin-Lésung

Schritt Zeit (min) Empagliflozinkonzentration im System

0 0 0 uM
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1 10 0,1 uM
2 20 0,5uM
3 20 1uM
4 40 10 uM

Analog dazu wurde bei dem Kontrollstreifen bei jedem Schritt dasselbe Volumen DMSO-
Lsg. ohne Empagliflozin hinzugegeben, um mdogliche unspezifische Cofounder wie

beispielsweise den zeitlichen Finfluss zu erkennen.

Es wurde fortwidhrend mit 4Hz stimuliert und jeweils nach Erreichen eines stabilen

Zustandes bei den Konzentrationsstufen die Messung registriert.

Im Zuge der Versuchsreihe des Mausmodelle zeigte sich eine zum Teil ausgeprigter
Zeiteffekt, im Sinne abnehmender systolischer Kraft und diastolischer Grundspannung,
sodass  ein  verkiirztes  Protokoll  durchgefithrt  wurde, bei dem  die
Empagliflozinkonzentration bzw. Menge an Kontrolllésung direkt auf 0,5uM erhéht und
folgend eine Wash-Out-Versuchsreihe angeschlossen wurde. Weiterhin wurde immer eine

paarig gemessene Kontrolle mitgemessen, um Zeiteffekte in der Auswertung auszuschlieBen.

Dies ermoglichte die Effekte Empagliflozins mit der vor Hinzugabe des Wirkstoffs
registrierten Grundlinie (pra- vs. post-Wash-In) und dem gepaarten Kontrollstreifen zu

vergleichen.

2.4.1 Kraft-Frequenz-Beziehung in murinem Gewebe

Mit steigenden Frequenzen wird auch die Ca®* -Elimination aus dem Zytoplasma
beschleunigt. Dies geschieht vornehmlich tiber eine Modulation des Phospholamban, sodass
konsekutiv die SERCA-Aktivitit gesteigert wird. Zum einen verkiirzt sich so die
Relaxationszeit und zum anderen wird so vermehrt Ca** zurtick ins SR gepumpt (Maier et
al. 2002). Die Kraftentwicklung unter steigenden Frequenzen kann also als indirekter
Indikator fiir die Ca**- und Na'-Homdostase der Zellen herangezogen werden.
Physiologischerweise steigt bei hoheren Frequenzen die Kraft an, wobei bei sehr hohen
Frequenzen ab eine erneute Abnahme zu erwarten wire.
Zu erwarten wire zudem eine Beschleunigung der Relaxationsgeschwindigkeit bei héheren

Frequenzen.

Nach Erreichen der jeweiligen Endkonzentration (0,5uM bzw. 10uM) erfolgte anschlieBend
eine Ermittlung der Kraft-Frequenz-Beziehung (Force-Frequency-Relationship, FFR) nach
in Tabelle 7 beschriebenem Schema. Hierfiir wurde die Stimulationsfrequenz variiert und
nach Erreichen eines stabilen Zustandes tiber eine Zeitspanne von einer Minute eine

Messung der entwickelten Kraft vorgenommen.
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Tabelle 8: Frequenzabfolge der FFR-Versuche

Schritt Frequenz [Hz]
1 4

2 6

3 8

4 10

2.4.2 Kraft-Frequenz-Beziehung in humanem Gewebe

Das eingangs beschriebene Kraft-Frequenz-Verhalten in murinem Gewebe gilt analog auch
fiir humanes Gewebe. Hier wiire eine Kraftabnahme ab etwa 180 Schligen pro Minute, dh.
ab einer Frequenz von 3Hz zu erwarten. Die Frequenz wurde nach Abschluss der FFR-
Versuchsreihe wieder auf 1Hz eingestellt und ein Steady-State abgewartet

Die Kraft-Frequenz-Bezichung wurde wie in Tabelle 8 beschrieben durchgefihrt.

Tabelle 9: Frequenzerh6hungsschritte der humanen Kraftfrequenz-Beziehung

Schritt Frequenz [Hz]
1 1
2 2
3 3

2.5 Post-Rest-Versuche

Um Aussagen iiber den sarkoplasmatischen Ca®*-Stoffwechsel und mdgliche Effekte
Empagliflozins ~ treffen zu kénnen, wurde das Kontraktionsverhalten nach
Stimulationspausen (PR: Post-Rest, Post-Stimulationspausen) untersucht. Ca®" wird wie
bereits beschrieben zu Teilen durch die SERCA in das SR und tiber den NCX nach
extrazellulir aus dem Zytosol transportiert. Die Kontraktionskraft kann hierbei als indirektes
Maf fir den Ca®"-Gehalt des SR herangezogen werden.
Dutch die Messung der Amplitude der ersten Post-Rest-Kontraktion und der Bildung eines
Quotienten mit der Kontraktionskraft vor der Pause, kann indirekt auf die funktionelle SR-

Kapazitit geschlossen werden (Bers 2002).
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Hierzu wurde fiir die Kontraktion vor der Pause und nach der Pause jeweils die diastolische

Grundspannung von der systolischen Kraft subtrahiert.

PostR  PostRgystore —POStRpjastote

PraR PréRSystole - PréRDiastole

Formel 2: Post-Rest-Quotient. Die netto entwickelte Kraft nach der Stimulationspause, berechnet durch
Subtraktion der diastolischen Spannung (PostRpiastele) von der systolischen Kraft (PostRsystole) wird ins
Verhiltnis gesetzt zur Differenz der netto entwickelten Kraft (PraRsyswol) und der diastolischen

Grundspannung (PriRpiasile) vor der Stimulationspause.

Die Basisstimulation (human 1Hz, murines Gewebe 4Hz) wurde fiir wie folgend beschrieben
ausgesetzt und wieder begonnen. Kontrahierte ein Muskelpriparat auch ohne Stimulation

wurde es aus der Auswertung herausgenommen, da so der Post-Rest-Wert verfilscht wurde.

Tabelle 10: Post-Rest-Versuchsreihe, Schema der Stimulationspausen

Schritt Humanes Gewebe Murines Gewebe

Stimulationspause [sek] Stimulationspause [sek]

1 10 1
2 20 5
3 60 10

2.6 Wash-Out-Versuche

Fir jedes System wurde separat jeweils 100ml WO-Lsg. vorbereitet. Zunichst wurde der
Kreislauf unterbrochen, indem der Zulaufschlauch in ein Auffangbehilter umgeleitet wurde.
Da so kein Wiederzulauf zum Reservoir mehr bestand, leerte sich dieses. Dabei wurde jeweils
so viel Versuchslésung abgelassen, dass sich der Flussigkeitsspiegel genau an der Mindung
des Reservoirs zum Schlauch befand. Durch die Minimierung der Grenzfliche konnte die
Vermischung von alter und frischer DMSO-Losung reduziert werden ohne, dass Luftblasen

in das Schlauchsystem gesogen wurden. Die ausgespiilte Versuchslésung wurde verworfen.

Es wurden nach folgendem Schema die Werte gespeichert:

Tabelle 11: Messpunkte der Wash-Out-Versuchsreihe

Schritt Messzeitpunkt (min)

1 0
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2 7
3 10
4 15

2.7 Datenakquise

Fir die Messung der entwickelten Kraft wurden die in den Organbidern installierten diinnen
Drahtésen bzw. -haken mit Kraftaufnehmer des Typs KG3 (Firma Scientific Instruments,
West Palm Beach/USA) verbunden. Das in ein analoges Spannungssignal umgewandelte
Kraftsignal wurde iiber einen Briickenverstirker (Firma Scientific Instruments, West Palm
Beach/USA) verstirkt und an die analog/digital Wandlerkarte Typ PCI 1200 (Firma

National Instruments Corporation, Austin/USA) des Messcomputers weitergeleitet.

Es wutde die Software LabView (Firma National Instruments Corporation, Austin/USA)
genutzt. Die wihrend des Experiments erfassten und gespeicherten durchschnittlichen
Werte der letzten Einzelschlige fiir die diastolische und systolische Kraft wurden auf die
Dimensionen des Muskeltrabekels normalisiert und wurden in einer chart-Datei gespeichert,
die als Uberblick dient.

Zusitzlich wurde an jedem Auswertungspunkt eine Datei mit héherer Zeitaufldsung erstellt,
die eine genaue Auswertung der Krifte (systolische Kraft: Tdev (mN/mm?), diastolische
Kraft: Tdia (mN/mm?)) sowie die der kinetischen Daten der Kontraktion (maximale
Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit (+/- df/dt in mN/mm?**s), Zeit bis zur
90%igen Relaxation (RT90%)) anhand einzelner Kontraktionskurven erlaubt.

Die so erhaltenen Daten wurden mit Hilfe der Tabellenkalkulationssoftware Microsoft

Excel® archiviert und der statistischen Verarbeitung zugefiihrt

2.8 Statistische Auswertung

Die Daten dieser Arbeit wurden mithilfe des Programms Graph Pad Prism (GraphPad
Software, USA) ausgewertet. Sie sind als arithmetisches Mittel plus/minus Standardfehler
des Mittelwerts (Standard Error of the Mean, SEM) angegeben.

Der Standardfehler wurde wie folgt berechnet:

SEM = 02—0
=" 5
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Formel 3: Berechnung des Standardfehlers (SEM). 62 Varianz; o: Standardabweichung; n:
Stichprobengrofie

Bei wiederholten Messungen wurden Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen mit Hilfe
eines Zwei-Wege ANOVAS (Analysis of Vatiance / Vatianzanalyse) analysiert und mit Hilfe
eines Bonferroni-Tests bzw. einem zweiseitigen Student’s t-Test auf statistische Signifikanz
tberpriift. Ergebnisse mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von kleiner als 5%

(Signifikanzniveau (p) < 0,5) wurden als statistisch signifikant angesehen
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3  Ergebnisse

Die tberraschenden Ergebnisse der EMPA-REG-Studie von 2015 warf die Frage nach
direkten kardialen Effekten auf, die unabhingig von der Minimierung der diabetesbedingten
Risikofaktoren auftraten. Um mégliche pleiotrope Effekte Empagliflozins auf humanes
Myokard zu untersuchten, wurden Proben aus explantierten humanen Herzen, die sich im
Endstadium des Herzversagens (Abbildungen im Folgenden als Human HF betitelt)
befanden, mit dem Wirkstoff behandelt. Da aus ethischen Grinden eine
Vergleichsversuchsreihe mit gesunden humanen Herzen nicht moglich war, wurden weitere
Experimente mit murinen Herzen durchgefithrt. Um analog zum Patient:innenkollektiv der
EMPA-REG-Studie die Wirkung auf diabetisch vorgeschidigtes Gewebe zu untersuchen,
wurden Herzen eines diabetischen Mausmodells (db/db-Miuse) und eines nicht-
diabetischen Mausmodells (deltaC-Miduse, WT) genutzt, die beide typische Charakteristika

der Herzinsuffizienz zeigten.

Wie vorranggegangen beschrieben wurde in allen Experimentreihen zunichst
Konzentrationsreihen erstellt, die u.a. die klinisch relevante Dosis von 0,5uM beinhaltet,
sowie niedrigere und héhere Dosen. In Abhingigkeit von der Qualitit des Gewebes und des
Verlaufs der zuvor durchgefiihrten Konzentrationsreihenversuche wurden, sofern méglich,
Post-Rest-Versuche und/oder Frequenzabhingigkeits-Versuchsreihen (Force-Frequency-

Versuche) angeschlossen.

Um Effekte auf die Kontraktilitit von intaktem humanem Myokard zu erfassen, wurden die
systolische und diastolische Kraft in mN/mm? gemessen. Des Weiteren wurden zur
Beurteilung der Kontraktionskinetik die normalisierte Kontraktions- (+df/dt norm. in
mN/mm?*s) und die Relaxationsgeschwindigkeit (-df/dt in mN/mm?*s) gemessen. Zur
weiteren Beurteilung der Entspannung wurde die 90%ige Relaxationszeit (RT90% in ms)

und die normalisierte 90%ige Relaxationszeit erhoben.

Zum Ausschluss von zeitabhingigen Verinderungen dienten parallel gemessene
Kontrollstreifen. Pro explantiertem Herzen konnte zu tberwiegendem Teil methodisch-
bedingt je ein Muskelstreifen (human: ventrikulire Muskeltrabekel; murin: Papillarmuskeln)
zur Messung der Empagliflozinwirkung und ein Streifen fiir die Kontrollgruppe gewonnen

werden.

3.1 Humanes Gewebe

Insgesamt wurden 16 Herzen im Endstadium der Herzinsuffizienz unter steigenden klinisch

relevanten Empagliflozin-Konzentrationen untersucht.

In der folgenden Tabelle wurden alle klinischen Charakteristika der Patient:innen, sofern
vorhanden, zusammengefassten. Zum Teil konnten einzelne Parameter aufgrund fehlender

klinischer Verfigbarkeit jedoch nicht erhoben werden und fanden somit keinen Einfluss.
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Tabelle 12: Klinischen Parameter der humanen Myokardproben.

Klinische Parameter

HF Patient:innen (n=16)

Minnliches Geschlecht (%) 50,0
Alter (Mittelwert + SD, Jahre) 56,414,1
EF (Mittelwert £ SD, %) 31,313,3
Herzfrequenz (Mittelwert = SD, /min) 78,9143
LVAD (%) 33,3

LA Durchmesser (Mittelwert + SD, mm) 57,4135
LVEDD (Mittelwert = SD, mm) 58,6%3,2
Diabetes (%0) 12,1
Ischimische Herzkrankheit (%0) 27,3
IACE Inhibitoren (%) 44.4
B-Blocker (%) 90,9
Diuretika (%) 90,9
Digoxin (%) 0,0
Katecholamine (%0) 9,1
[Amiodaron (%) 36,4
ATi-Rezeptor Antagonisten (%) 18,2
Aldosteron Antagonisten (%) 36,4
PDE Inhibitoren (%0) 18,2
Ca-Kanal Blocker (%0) 0,0
Statine (%o) 27,3

Dargestellt sind die klinischen Charakteristika der herzinsuffizienten Patientinnen, von denen Proben fir die
Versuche gewonnen werden konnten; HF: Herzversagen im Endstadium; EF: Ejektionsfraktion; LVAD: left-
ventricular assist device (links-ventrikuldres Unterstiitzungssystem); LA: left atrial (linker Vorhof); LVEDD:
left ventricular end-diastolic diameter (links-ventrikuldrer enddiastolischer Durchmesser; ACE: Angiotensin-
Converting Enzyme; AT1: Angiotensin 1; PDE: Phosphodiesterase.; n gibt die Anzahl an, die Einheit ist jeweils

in Klammern dahinter angegeben, SD: Standartdeviation (Standartabweichung). Die klinischen Daten konnten

nicht vollstindig von allen Patient:innen erhoben werden.
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3.1.1 Kontraktilititsmessungen in humanem HF-Gewebe

Mithilfe des Kraftabnehmers konnten die Parameter der Kontraktionskinetik fiir jede
Kontraktion ermittelt werden. Hierfur wurde die zu Beginn herrschende mittlere diastolische
Grundspannung und mittlere systolische Kraft als Baseline gesetzt und Abweichungen im

Verhailtnis zu dieser berechnet.

Exemplarisch  wird in Abbildung 5 nachfolgend je ecine Kontraktion pro
Konzentrationsschritt als Originalabbildung gezeigt. Sie veranschaulicht den Ablauf der

cinzelnen Kontraktionen und veranschaulichen die Entwicklung der diastolischen Spannung

unter Empagliflozingabe.

Baseline 0.1 uM Empagliflozin 0.5 uM Empagliflozin = 1pM Empagliflozin
10.0 10.0- 10.0 10.0

E

E 75 7.5 7.51 7.5

4

E 5.0 5.0 5.04 5.0

2 Tdia Baseline
2.5 2547 2547 2_5.-/ ¥
0.04 200ms g0 0.0- 0.0+

Abbildung 5: Originalabbildungen einzelner Kontraktionen humaner Proben. Exemplarisch abgebildet
sind einzelne Kontraktionen eines humanen Muskelstreifens im Vetlauf der Konzentrationsreihe bei den
jeweilig angegebenen Konzentrationsschritten — (Baseline, 0,1uM, 0,5uM, 1uM, 10uM) unter
Empagliflozinwirkung.

Es war zu beobachten, dass die entwickelte Kraft der isometrisch kontrahierenden Trabekel
sich bei steigenden Konzentrationen Empagliflozins (0,1; 0,5 und 1 uM) im Vergleich zu den
Kontrollstreifen nicht signifikant (p=>0,9999, n =10 vs. 14 Kontrollen) dnderte. Verglichen
mit dem Wert der Baseline nahm die entwickelte systolische Kontraktionskraft der von
Empagliflozin-Lésung umspiilten Proben von 7,773 + 0,6738 mN/mm? auf 7,517 + 0,811
mN/mm”* ab. Dies entspricht im Mittel einer Reduktion um etwa 2% * 1,6 (p=0,3323;
NEmpaglifiozin=10). Bei den Kontrollstreifen wurde sie um etwa 1%%+0,8 (p=0,3843; nonwonc=7)

schwicher.

Dagegen zeigte sich, dass unter steigenden Empagliflozinkonzentrationen die diastolische
Spannung signifikant abnahm (NEmpaglifiozin=10 VS. Nkonwole=14). Im Vergleich zur Baseline war
diese bei einer ein gewaschenen Empagliflozinkonzentration von 0,5uM signifikant um
2473151% (p <0,05 Nempagitioin=10) reduziert.  Im direkten Vergleich zu den
Kontrollstreifen zeigte sich fir die Tdia bei 0,1uM eine signifikante Reduktion um 13,64%
T 509% (Empgifiorin=9, N=konwone=9; p=0,0354), bei 0,5uM um 1554% =+ 4,86%
(Empaglifiozin= 103 Nkontrote=10; p=0,0078) und bei 1,0uM um 20,66% £ 5,09 % (empagiifozin=10,
Nkonwrotle=9; p=0,0004). Die Kontrollstreifen selbst zeigten beim Vergleich zur Baseline keine
signifikanten Verdnderungen. Bei 0,1uM konnte eine Reduktion um etwa 5,5% +4,89%
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(p=2,837; fikontrole=13), bei 0,5uM um etwa 9% £5,979% (p=0,159; nkonwonc=14) und bei
1,0mM um 10,5% £ 8,683% (p=0,2483; nxonwore=13) beobachtet werden.

1.2
| Kontrolle B
1.0 —n— \4; 121 .

Empagliflozin

Tdev (norm.)
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Tdev (mN/mm?)
]

0.4 b‘
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Abbildung 6: Kraftentwicklung der humanen HF Proben. Dargestellt sind (A) die normalisierte Diastolische
Kraft (Tdia norm. in mN/mm?) von Trabekeln aus 16 humanen Herzen unter schrittweise steigenden
Konzentrationen (0,1; 0,5; 1uM) Empagliflozins (p<<0,0001; NEmpagifiozin=10) vs. Kontrolle (Nkontron=14) und
(B) die Entwicklung der diastolischen Kraft nach dem Einwaschen von 0,5uM-Empagliflozin-Lésung im
Vergleich zur vorher bestimmten Baseline. Analog dazu (C) der Verlauf der normalisierten systolischen
Kraftentwicklung (Tdev) der Interventionsgruppe (NEmpagifiozin= 10 Trabekel) vs. Kontrolle (NEmpaglifiozin=14) und
(D) die Entwicklung der systolischen Kraft in mN/mm? gezeigt als absolut Werte unter Empagliflozin.

3.1.2 Kontraktionskinetik

Die  Kontraktionsgeschwindigkeit  (+df/dt,  Kraftanstiegskoeffizient  entspricht
Kraftinderung/Zeit)  dnderte  sich  innerhalb  der Interventionsgruppe  unter
Empagliflozingabe signifikant. Im Vergleich zu Baseline war sie um 4,5% £ 1,74% schneller
(p=0,0292; NEmpagiifiozin=10), wihrend die Kontrolle nicht signifikant um 3,4% * 2,9% zunahm
(p=0,2753; fnikonuwone =7). Hierbei ist allerdings zu beriicksichtigen, dass die Zeit ein nicht

auszuschlieBender Faktor beim Vergleich der Entwicklung innerhalb einer Gruppe war.
Der direkte Vergleich zwischen der Interventions- und der Empagliflozingruppe bei 0,5uM

erbracht jedoch keinen signifikanten Unterschied (p=0,4187, Numpagifiozin= 7, Nkontrolle="7).

Beim Vergleich pri- und post-Empagliflozin-Wash-In ergab sich ein nicht signifikanter
Unterschied fiir die Relaxationsgeschwindigkeit, die normalisierte -df/dt nahm um etwa 4+



Ergebnisse =

11,4% (NEmpaglifioin=9, p=0,728). In der Kontrollgruppe war der Unterschied ebenso nicht
signifikant und betrug 3,6% (p=0,7551; nkonone =06).

Dies spiegelte sich in einer Verlingerung der bendtigten Zeit bis zur 90%igen Relaxation
wider. Unter 0,5uM Empagliflozin benétigten die humanen Kardiomyozyten im Mittel etwa
1,8% £ 8,7% weniger Zeit (338ms vs. 332ms; p=0,8375 ; Nempaginozin=9), wihrend die
Kontraktion der Kontrolltrabekel etwa 3,4%%19,8% linger brauchten (; p=0,8674 nkontrolie
=06). Zwischen den jeweils auf die Baseline (1Hz) normalisierten Gruppen Empagliflozin

gegen Kontrolle zeigte sich abschlieend kein signifikanter Unterschied von 7,35% + 6,3%
@20,3613, nEmpagliﬂozin = 7, nKontroHe:5>~

Die Abbildung 7 illustrieren diese Ergebnisse.
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Abbildung 7: Kontraktionskinetik der humanen HF Proben. Gezeigt sind (A) die normalisierte
Kontraktionsgeschwindigkeit (+df/dt (norm.) in mN/mm?Xs) im Vergleich zur jeweiligen Baseline der
Gruppe:  0,5uM  Empagliflozin,  sowie  die  Relaxationsparameter ~ (B)-(D)  normalisierte
Relaxationsgeschwindigkeit (-df/dt (norm.) in mN/mm?Xs) und die 90%ige Relaxationszeit als absolut Werte
(RT90% in ms) und normalisiert auf die jeweilige Baseline (RT90% (norm.)). Es zeigen sich keine signifikanten

Unterschiede, auB3er bei der Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit innerhalb der Interventionsgruppe

nach 0,5uM Empagliflozin-Wirkung Wash-In (*: p=0,0301; DEmpaglifiozin=9).
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3.1.3 Kraft-Frequenz-Beziehung

Da sich die Versuche an humanen Trabekeln direkt an die Konzentrationstreihen
anschlossen, wurde die Kraft-Frequenz-Beziechung unter einer anwesenden Konzentration

von 10uM Empagliflozin bzw. DMSO als Kontrolle untersucht.

Der bereits erwihnte Bowditch-Effekt fiihrt zu einer Kraftzunahme bei (im humanen
Myokard) Frequenzsteigerungen zwischen 60 (1 Hz) und 180 (3 Hz) Schligen pro Minute.
Physiologischerweise kann dabei eine positive Korrelation von Frequenz und
Kraftentwicklung beobachtet werden. Wie in der Einleitung beschrieben ist in der
Herzinsuffizienz dieser Effekt jedoch aufgehoben. Es lisst sich hingegen sogar beobachten,
dass bei steigenden Frequenzen die Kontraktionskraft abnimmt. Héhere Frequenzen und
eine voranschreitende Zeit stellen jedoch eine starke (u.a. metabolische) Belastung der
Muskeltrabekel dar, die zu einer reduzierten Kraftentwicklung fiihren kénnen. Die
Aussagekraft der Entwicklung innerhalb der jeweiligen Gruppe ist daher eingeschrinkt.
Vielmehr ist der Vergleich zwischen Interventions- und Kontrollgruppe relevant, da hierbei
die Belastung durch Zeit und Frequenzsteigerung bei allen Muskeltrabekel gleichermal3en

wirkt und Unterschiede auf die Anwesenheit von Empagliflozin zurtickfithrbar sind.

Die systolische Kraft nahm bei steigenden Frequenzen ab. Sowohl unter Empagliflozingabe
als auch in der Kontrollgruppe war eine signifikante Reduktion zu beobachten. In der
Interventionsgruppe fiel die Kontraktionskraft zunichst bei 2 Hz erst um etwa 5%
(p=0,3544; NEmpagiifiozin=10), bei 3 Hz im Vergleich zur Baseline dann jedoch signifikant um
30,9% (p=0,0044; Ngmpaginezin=10). Analog dazu nahm in der Kontrollgruppe die systolische
Kraft bei 2 Hz verglichen mit der Baseline bei 1 Hz um etwa 9,7% (p=0,1859; nkonwonc=0) ab
und fiel dann signifikant stark um 40,6% ab als die Frequenz auf 3 Hz erh6ht wurde
(p=0,0295; Nkonwone=0). Da auch hierbei die Zeit als Cofounder zu berticksichtigen ist, ist
insbesondere der direkte Vergleich der normalisierten Kontroll- mit der Interventionsgruppe
aussagekriftig. Hierbei ergab sich weder bei 2 Hz noch bei 3 Hz einen signifikanten
Unterschied (2 Hz: p=0,5871; 3 Hz: p=0,5233; Nempagifiozin= 10, Nkontrotc=0)

Unter hoheren Frequenzen konnte ein signifikanter Anstieg der diastolischen Spannung in
der Interventionsgruppe beobachtet werden. In der von 10uM Empagliflozin-Losung
umspiilten Gruppe fand sich zunichst kein signifikanter Unterschied bei 2 Hz im Vergleich
zur Baseline bei 1 Hz (p=0,869; nNempagifioin=10), bei 3 Hz unterschied sie sich jedoch
signifikant um etwa 92,31% (p=0,0111; NEmpaginiozin=10). Innerhalb der Kontrollgruppe lie3
sich kein signifikanter Unterschied beobachten (Kontrolle 0,5uM 2Hz vs. 1Hz Baseline:
p=0,7312; Kontrolle 0,5uM 3Hz. vs. Baseline 1Hz: p=0,3993; nkonwotc=0). Auch hier
erbrachte der aussagekriftige direkte Vergleich zwischen den auf die jeweilige Baseline
normalisierten Werte von Interventions- mit Kontrollgruppe keinen signifikanten
Unterschied (2 Hz: p=0,1933, Npmpagifiozin=0, Nkonrotc=0; 3Hz: p=0,090, Nempaglifioria=10,

NKontrolle™ 6)

Die Abbildung 8 veranschaulicht die Ergebnisse.
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Abbildung 8: FFR der HF Proben. Die Diagramme bilden die Entwicklung der auf die Baseline
normalisierten diastolischen Spannung (systolischen Kraft (Tdev (norm.) und Tdia (norm.)) bei verschiedenen
Stimulationsfrequenzen (1Hz; 2Hz; 3Hz) ab. (A) und (B) zeigen den Verlauf unter Empagliflozinwirkung
(NEmpaglifiozin=10); (C) und (D) zeigen die Kontrollgruppe; als Baseline wurde die entwickelte Kraft (Tdev) bzw.
Spannung (Tdia) bei der Stimulationsfrequenz von 1Hz gesetzt; es zeigte sich signifikante Unterschiede fiir
beide Gruppen fiir die Tdev bei 3Hz gegen die jeweilige Baseline (Empagliflozin 1Hz vs. 3Hz: p=0,0044;
NEmpaglifiozin=10; Kontrolle 1Hz vs. 3Hz: (p=0,0295; nkontrolle=0), sowie fiir die Tdia der Interventionsgruppe

beim Vergleich von 1Hz vs. 3Hz (p=0,0111; Ngmpaglifiozin=10). Der * markiert signifikante Unterschiede.

Mit unterschiedlich hohen Frequenzen dnderten sich die Relaxationsparameter innerhalb der
jeweiligen Gruppen deutlich. Beim Vergleich der normalisierten Gruppen Kontrolle gegen
Interventionsgruppe ergab sich abschliefend kein signifikanter Unterschied fiir keines der
Parameter (+df/dt: 2Hz: p=0,7167, 3Hz: p=0,5683; -df/dt: 2Hz: 0,2105, 3 Hz: 0,1768;
RT90% norm.: Kontrolle vs. Empagliflozin 2Hz: p=0,3842; 3Hz: p=0,2728; (NEmpagiifiozin="5,

NKontrolle = 8) .

Innerhalb der Empagliflozingtuppe nahm die Kontraktionsgeschwindigkeit +df/dt bei
Erhéhung der Frequenz auf 2Hz signifikant um 17,68% (p=0,0002; Npmpagifiozin=10) und bei
einer Frequenz von 3 Hz um 43,58% (p=<0,0001; NEmpagifierin=10) zu.

Die Relaxationsgeschwindigkeit -df/dt war verglichen mit der Baseline bei 1Hz bei 2Hz
signifikant um -13,3% (p=0,0084; Npmpagiifiesin=10) gesteigert und bei 3Hz zeigte sich eine
Anderung von 54% (p=0,0003; NEmpagifiozin=10).
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Auch die bendtigte Zeit bis zur 90%igen Relaxation dnderte sich dementsprechend
signifikant in der Interventionsgruppe. Bei 2Hz war die Zeit um 18,3% von 328ms auf 268ms
abgesunken (p=0,0001; Nempaginoin=10) und bei 3Hz auf 180ms um 45% reduziert
(p=<0,0001; NEmpagiifiozin=11). Auch beim Vergleich der normalisierten Relaxationszeit zeigen
sich signifikante Unterschiede (Empagliflozin: p=<0,0001; Numpagifiozia=10).

Analog zeigte sich die Entwicklung signifikant in der Kontrollgruppe fir die +df/dt (1Hz
vs. 2Hz: +13,94%, p=0,0002; 1Hz vs. 3Hz: +38,65%, p <0,0001; nkonronc=8), die -df/dt (1Hz
vs. 2Hz: 12,4%, p=0,0135; 1Hz vs. 3Hz: 45,18%, p=0,0064; nkonwoic=7), ebenso wie der
Verlauf der RT90% (1Hz vs. 2Hz: 16,2%, p=0,0055; 1Hz vs. 3Hz: 30,3%, p=0,04909;
Nkontrolle=8), sowie der RT90% norm. (1Hz vs. 2Hz: 15,5%, p=0,0046; 1Hz vs. 3Hz: 29,7%,
p=0,03406; nkonrone=3).

Die Ergebnisse sind in Abbildung 9 dargestellt.
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Abbildung 9: Kontraktionskinetik der humanen HF Proben bei 1Hz, 2Hz, 3Hz. Gezeigt sind (A) die
normalisierte Kontraktionsgeschwindigkeit (+df/dt (norm.) in mN/mm?Xs) im Vergleich zur jeweiligen
Baseline der Gruppe bei unterschiedlichen Frequenzen (1Hz, 2Hz, 3Hz), sowie die Relaxationsparameter (B)-
(D) normalisierte Relaxationsgeschwindigkeit (-df/dt (norm.) in mN/mm?Xs) und die 90%ige Relaxationszeit
als absolut Werte (RT90% in ms) und normalisiert auf die Baseline (RT90% (norm.)). Es zeigen sich fiir alle
Parameter sowohl innerhalb der Kontroll, als auch innerhalb der Interventionsgruppe signifikante

Unterschiede, jedoch micht beim Vergleich zwischen Empagliflozin- und Kontrollgruppe. Der * markiert

signifikante Unterschiede.
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3.1.4 Post-Rest-Versuche

Der Post-Rest- (PR-)Quotient erlaubt Riickschliisse auf den Ca**-Stoffwechsel der
Kardiomyozyten. Fir die statistischen Auswertung der Post-Rest-Versuche wurde der
Quotient aus der netto entwickelten Kraft (Tdev) der ersten Kontraktion nach der
Stimulationspause normalisiert auf den letzten Wert vor der Pause gebildet. Eine Zunahme
kann auf einen vermehrten zytosolischen Ca’*-Gehalt nach Kontraktionspause hindeuten
und ist positiv mit SERCA-Aktivitit korreliert. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen der jeweiligen Baseline und dem entsprechenden priRest/postRest-Quotienten der
beiden Gruppen (p= 0,1467, Empa 10s Nempagifiorin="7; 308, 60 § NEmpaglifiozin=06 vs. Kontrolle
10s nkonrote=0; 30s, 60s Nxonwore=>5). Es zeigten sich jedoch zwei gegensitzliche Trends. Bei
den mit Empagliflozin behandelten Streifen schien der Quotient eher gréfler zu werden
(Mittelwert 10s = 1,287; 30s=1,314; 60s=1,422), wihrend die Kontrollgruppe bei linger
andauernden Pausen einen stabilen Zustand zu erreichen schien (Kontrolle 10s=1,233;
30s=1,167, 60s=1,178). Der Vergleich der beiden Gruppen miteinander war jedoch nicht
signifikant (p= 0,1467).
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Abbildung 10: Post-Rest-Verhalten der HF Proben. Dargestellt ist der Quotient aus der netto entwickelten
Kraft (Tdev) der ersten Kontraktion nach der Stimulationspause normalisiert auf den letzten Wert vor der
Pause aufgetragen gegen die Linge der Stimulationspause in Sekunden; datgestellt werden die Entwicklungen
der Empagliflozingruppe und der Kontrollgruppe beim Konzentrationsschritt von 10uM. Es zeigte sich kein
signifikanter Unterschied (p= 0,1467, 10 NEmpaglifiozin="3 308, 60 § NEmpagliflozin=0 vs. Kontrolle 10s Nkontrolle=0;
30s, 60s Nkonwole=5), jedoch ein Zunahmetrend innerhalb der Empagliflozingruppe (Mittelwert 10s = 1,287;
30s=1,314; 60s=1,422).

3.2 Murines Gewebe

Aufgrund der héheren Empfindlichkeit der isolierten murinen Papillarmuskeln gegeniiber
der zeitlichen Komponente wurde hier keine vierstufigen Konzentrationsreihen, wie in den
Versuchen mit humanem Gewebe erstellt, sondern direkt auf die klinisch relevante Dosis
von 0,5uM Empagliflozin erhoht. Aufgrund der Limitationen der Versuchsdauer im
Miusemodell, war es nicht durchgehend méglich Kraft-Frequenz-Versuche und/oder Post-
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Rest-Versuche durchzufithren, da zum Teil Arrhythmien auftraten, die Muskelstreifen durch
Stimulation nicht mehr zur Kontraktion gebracht werden konnten oder es schon zu Beginn

nicht moglich war einen stabilen Ausgangszustand zu erreichen.

Der Vergleich der beiden verwendeten murinen Gewebe zeigte deutlich die fiir den Phinotyp
der diabetischen Kardiomyopathie charakteristische eingeschrinkte Pumpfunktion und

erhohte Steifigkeit.

Wihrend die systolische Kraft der db/db-Miuse im Mittel um 65.6 £ 0,2% (p=0,0016;
nwr=30 vs. na/ap=35) gemindert war, war die diastolische Grundspannung um ca. 50%
(p=0,0005) erhoht im Vergleich zu den Herzen der WT Miuse. Der Vergleich wird durch
Abbildung 12 veranschaulicht.
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Abbildung 11: Kontraktionsparameter der murinen Proben. Gezeigt sind (A) die mittlere
Kontraktionskraft (Tdev (mN/mm2) und (B) die mittlere diastolische Spannung (Tdia (mN/mm?2) des wildtyp-
Mausmodells im Vergleich mit den mittleren Werten des diabetischen db/db-Mausmodells. Es war ein
signifikanter Unterschied (¥) beim Vergleich der db/db-Mduse mit der Gruppe der WT-Miuse in Bezug auf
die Tdev (-65.6 £ 0,2%, p=0,0016) und auf die Tdia (+50%; p=0,0005) zu beobachten (nwr=30 vs. Ngb/db=35).

Exemplarisch wird in Abbildung 12 nachfolgend je eine Kontraktion bei Baselineniveau und
bei 0,5uM Empagliflozin als Originalabbildung gezeigt. Sie veranschaulicht die
Kraftentwicklung unter Empagliflozingabe.
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Abbildung 12: Originalabbildung der Kraftentwicklung einer Kontraktion in murinem Myokard. Es
wird die Kraft (N/mm?) im zeitlichen Verlauf auf Baselineniveau und nach 0,5uM Empagliflozin dargestellt. A
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reprasentiert eine Originalabbildung aus diabetischem Myokard, B zeigt die Kraftentwicklung einer
Kontraktion in murinem Myokard des Wildtypen.

3.2.1 Diabetisches Mausmodell

Zur Untersuchung moglicher Effekte Empagliflozins auf diabetisches Myokard wurden
Papillarmuskeln aus murinen Herzen vom db/db Typ verwendet. Dabei wurden die
Kontraktions- und Kinetikparameter erhoben und mit den Werten der Kontrollgruppe, die
ebenfalls Papillarmuskeln aus murinen Herzen des db/db Typs waren, verglichen. Es wurden
Daten aus 20 Mausen im Alter zwischen 12 und 14 Wochen ausgewertet, wobei 9 weiblich

und 11 mannlich waren.

3.2.1.1 Kontraktilititsmessung

Die Muskelstreifen aus diabetischem Myokard zeigten bereits zu Versuchsbeginn
kompromittierte systolische Krifte verglichen mit den Trabekeln aus nicht-diabetischem
Myokard.

Analog zu den Ergebnissen der humanen Proben zeigte sich bei der klinisch relevanten
Empagliflozinkonzentration (0,5uM) die Kraft im Vergleich zur Kontrolle (p=0, 0,6972)
oder Baseline (p=0,8271) keine Verdnderung (Empagliflozin: Ngmpginizn =13, Kontrolle
Nkonwotle=12). Im Mittel unterschied sich die Empagliflozin Gruppe von der Kontrollgruppe
nach dem Wash-In um 5.8£14.6%. Auch innerhalb der Kontrollgruppe lie3 sich keine
signifikante Verinderung nachweisen (Kontrolle vs. Baseline p=0,6213; nkonwone=8;
Kontrolle 0,5uM vs. Wash-Out p=0,6093 niontotc=4).

Interessanterweise verringerte sich im diabetischen Myokard die massiv erhéhte diastolische
Spannung signifikant um 19.1£4.6%, nachdem Empagliflozin hinzugefiigt wurde (P=0,0003;
Nempagliizin= 14). Verglichen mit der Kontrollgruppe zeigte sich ebenfalls eine signifikante
Reduktion der diastolischen Spannung nach Behandlung mit Empagliflozin mit einem
mittleren Unterschied von 16.6816.895% (p=0,0232, nempagitizin=14 VS. Nkontrole=13).

Die Reduktion der diastolischen Spannung innerhalb der Empagliflozingruppe zeigte sich
bei Wash-Out als reversible (umpagifizin=0), im Mittel nahm die Spannung erneut um etwa
19,61£5% zu, der Unterschied war signifikant (p=0,0251).

Das Wash-Out bei den Kontrollstreifen (nkonwone=7) flihrte zu einer nicht signifikanten
Wiederzunahme um 0,41£8.1% (p=0,9611). Im abschlieBenden Vergleich zwischen
Empagliflozin und Kontrolle war kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Gruppen feststellbar (0,4+6.2%; p= 0,9554, Nempagifizin=0 VS. Nkontrolle=7).

Die folgenden Abbildung 13 illustrieren diese Ergebnisse.
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Abbildung 13: Kraftentwicklung der diabetischen murinen Trabekel. Dargestellt sind (A) die Mittelwerte
der normalisierten systolischen Kraft (Tdev (norm.)) der Empagliflozin- (1,08; NEempagifiozin=14) und
Kontrollgruppe (1,036; Nikonrole=12) und (B) die normalisierte Tdev mit anschlieBendem Wash-Out nach
10min (NEmpagifiozin=5; DMSO nikonwroe=4). (C) zeigt die normalisierte Diastolische Kraft (Tdia norm.) von
isolierten Papillarmuskeln eines diabetischen Mausmodells (db/db-Miuse) nach Einspilen von 0,5uM
Empagliflozinlésung und Kontrolle und (D) die normalisierte diastolische Spannung (Tdia) im Verlauf nach
Wash-In von 0,5uM und nach darauffolgendem Wash-Out (NEmpagifiozin=0; Kontrolle nkontrolle=7); Die mit dem
* gckennzeichneten signifikanten Unterschiede fnden sich beim Vergleich von Baseline vs. Empagliflozin
0,5uM (p=0,0003, NEmpaglifiozin=14, Nxonwote=14);, Empagliflozin 0,5uM vs. Kontrolle 0,5uM (p=0,0232;
NEmpagliflozin= 14, NKontrolle=13) und Empagliflozin Wash-In 0,5uM vs. Wash-Out (P=0,0251 ngmpagifiozin=0).

3.2.1.2 Kontraktionskinetik

Zur weiteren Evaluation des Kontraktionsverhaltens wurden die normalisierte
Kraftzunahmegeschwindigkeit (+df/dt norm.), die Relaxationsgeschwindigkeit (-df/dt) und
die Zeit bis zur 90%igen Relaxation (RT90 %) analysiert. In Bezug auf die +df/dt lie sich
im Vergleich zur jeweiligen Baseline kein signifikanter Unterschied innerhalb der
Interventions- (p=0,08106; Nempaginozin=16) bzw. Kontrollgruppe (p=0,476; nxonuore= 13)
beobachten. Auch die Verdnderungen der Relaxationsparameter nach Wash-In der jeweiligen
Gruppe waren statistisch nicht signifikant. Die -df/dt dnderte sich unter Empagliflozingabe
ebenso wenig (p=0,1328; Nempeginozin—14) wie die normalisierte RT90% (p=0,5539;
Nionwolle=14) im Vergleich zur Baseline. Analog dazu lieB sich auch in der Kontrollgruppe
keine signifikante Anderung nach Wash-In im Vergleich zur Baseline nachweisen (-dfdt:
p=0,7482; nkonrotc=12; RT90% norm.: p=0,7553; nkonrotc=12). Auch ein Vergleich der
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normalisierten RT90% zwischen Kontrolle und 0,5uM Empagliflozin zeigte keinen

signifikanten Unterschied.
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Abbildung 14: Kontraktionskinetik der murinen diabetischen Proben. Gezeigt sind (A) die normalisierte
Kontraktionsgeschwindigkeit (+df/dt (norm.) in mN/mm?Xs) im Vergleich zur jeweiligen Baseline der
Gruppe, sowie die Relaxationsparameter (B)-(D): normalisierte Relaxationsgeschwindigkeit (-df/dt (norm.) in
mN/mm?Xs) und die 90%ige Relaxationszeit als absolut Werte (RT90% in ms) und normalisiert auf die
Baseline (RT90% (norm.)). Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede beim Vergleich mit der jeweiligen
Baseline (Empagliflozin: -df/dtp=0,1328; NEmpagifiozin=14; RT90% norm. p=0,5539; NEmpagliflozin=14; Kontrolle:
-dfdt: p=0,7482; nkontrone=12; RT90% norm.: p=0,7553; Nkontrolle=12).

3.2.1.3 Kraft-Frequenz-Beziehung

Es zeigte sich keine signifikanten Unterschiede beim Vergleich der entwickelten systolischen
Kraft mit der Baseline bei 4Hz.
Die normalisierten Mittelwerte der Empagliflozingruppe unterschieden sich zwischen der bei
4Hz gesetzten Baseline und dem Mittelwert bei 6Hz um 14,52% (p=0,0727 , Nimpagiifiorin=9),
bei 8Hz war die mittlere systolische Kraft zwar wieder stirker als bei 6Hz im Vergleich zur
Baseline, aber dennoch um 6,3% reduziert (p=0,6850, Nimpagiifioin=9) und bei 10Hz fiel sie

erneut stark ab um 23,52% (p=0,2360, Nempaglifiezin=9). Beim Vergleich der normalisierten
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Mittelwerte der Interventions- mit der Kontrollgruppe zeigte sich kein signifikanter
Unterschied (6Hz: p= 0,6309, 8 Hz: p=0,7721; 10 Hz: p=0,5967, Nkmpagifiorin= 14, Nkontrone=
12).

Aquivalent fanden sich innerhalb der Kontrollgruppe bei 6Hz verglichen mit der 4Hz
Baseline eine Zunahme der Kraft um 1,3% (p=0,3123, nkonrote=0) und bei 8Hz um 2,3%
(p=0,1955, nkonrotc=5), bei 10Hz nahm die systolische Kraft dann jedoch um 13,86% im
Vergleich zur Baseline ab (p=0,26606; nkontone=0).

Unter steigender Stimulationsfrequenz blieb die diastolische Spannung sowohl innerhalb der
unter Empagliflozinwirkung stehenden Gruppe konstant als auch die Werte der
Kontrollreihe.

Die normalisierten Mittelwerte der Empagliflozingruppe unterschieden sich zwischen der bei
4Hz gesetzten Baseline und dem Mittelwert bei 6Hz um 2,6% (p=0,2755, Npmpagifiozia= 10), bei
8Hz um 3,33% (p=0,18506, NEmpagiifiezin=10) und bei 10Hz um 2,7% (p=0,3874, NEmpagitozin=10).
Analog dazu fanden sich innerhalb der Kontrollgruppe bei 6Hz verglichen mit der Baseline
bei 4Hz ein Unterschied von 3,35% (p=0,6365, nkonwene=0), bei 8Hz 3,8% (p=0,6870,
Nkonrotie=5) und bei 10Hz 2,5% (p=0,7592, nxontole=0).

Die Ergebnisse sind in der folgenden Abbildung 15 veranschaulicht
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Abbildung 15: FFR: Kraftentwicklung der murinen, diabetischen Proben. (A) und (B) zeigen die
Mittelwerte der normalisierten diastolischen Spannung unter Empagliflozinwirkung und Kontrolle bei
verschiedenen Stimulationsfrequenzen (4 Hz; 6 Hz; 8Hz; 10Hz) (Empagliflozin ngmpaginoin=10; Kontrolle
4;6;10H2 nkontrol =6, 8HZz nNkontron=5) und analog dazu (C)-(D) die normalisierte mittlere systolischen Spannung

(Tdev) der Interventions- und Kontrollgruppe (4Hz, 6Hz, 10Hz: nkonwote=9; Empagliflozin 8Hz Nempagiifiozin=8;
Kontrolle 8Hz nkontrolle=8)-
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Die Kontraktionsgeschwindigkeit dnderte sich nicht signifikant unter Empagliflozin
verglichen mit der Baseline (6 Hz, p=>0,9992; 8Hz: p=0,2293; 10Hz: p=0,6607;
NEmpagiifioria= 1 0). Bei der Kontrolle konnte im Vergleich zur Baseline bei 6Hz (23%; p=0,0399;
Nkonrone=0) und bei 8Hz (14%; p=0,0101; nNkonuonc=5) eine signifikante Vetlingerung der
Kontraktionszeit beobachtet werden, wohingegen bei 10Hz kein signifikanter Unterschied
mehr nachweisbar war (+9%; p=0,146; Nxonwor=0). Beim Vergleich der Interventionsgruppe
mit der Kontrollgruppe zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (+df/dt: 6Hz:
p=0,4311; 8Hz: 0,3162, 10Hz: p=0,96706; NEmpagiifiozin=8, Nkontrotie= 0).

Auch die Relaxationszeit zeigte innerhalb der Interventionsgruppe keine signifikante
Anderung (4Hz vs. 6Hz: p=0,0542; Nempagiiorin=10; 4Hz vs. 8Hz p=0,3798; NEmpaglifiorin=8;
4Hz vs.10Hz p=0,1816; Nempagiinozin=10). Ebenso wichen die Zeiten der Kontrollgruppe bei
6Hz (p=0,1119; nkonwote=6) und bei 8Hz (p=0,0814; nxonwore=>5) nicht signifikant von den
Baselinewerten ab, allerdings zeigte sich bei 10Hz ein signifikanter Unterschied (p=0,0443
Nkonwole=0). Die Unterschiede zwischen Kontroll- und Interventionsgruppe waren nicht
signifikant (6Hz: p=0,3532; 8Hz: p=0,4876; 10Hz: p=0,9925 6Hz, 10HZ: Nempagifiozin=10,

NKontrolle— 6, 6HZ: nEmpainﬂoinZS, NKontrolle— 5)

Die 90%ige Relaxationszeit zeigt innerhalb der Empagliflozingruppe eine signifikante
Entwicklung. Wie auch in Abbildung 16 dargestellt, war, verglichen mit der Baseline bei 4Hz,
der Unterschied bei auf 6Hz erhéhter Frequenz mit 9% (P=0,4025, Nempaglifiozin=8) und bei
Stimulation mit 8Hz (2,8%, p=0,1005, NEmpagifezin=8) noch nicht signifikant, bei 10Hz zeigte
sich dann jedoch ein signifikanter Unterschied (51%, p=0,0078, Nkmpagifiozin=8). Allerdings
zeigte sich auch bei den Kontrollpapillarmuskeln ein dhnlicher Verlauf bei hohen
Frequenzen im Vergleich zur Baseline(4Hz vs. 6Hz:23%, p=0,1772, nxonwon.=6; 4Hz vs. 8Hz:
49,5%, p=0,0145, nxonwone=0; 4Hz vs. 10Hz: 52%, p=0,0028, nxonwone=0). Die signifikanten
Unterschiede jeweils innerhalb der Interventions- bzw. Kontrollgruppe zeigten sich
abschlieBend nicht beim Vergleich zwischen Interventions- und Kontrollgruppe (6Hz:
p=0,4311, 8Hz: p=0,3162, 10Hz: p=0,96706; : Nimpagiiflorin=8, Nkonmole= 0). Die physiologisch
zu erwartende Anpassung der Relaxation bei héheren Frequenzen wurde somit nicht durch

Empagliflozin beeinflusst.
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Abbildung 16: FFR: Kontraktionskinetik der murinen db/db-Proben. Gezeigt sind die normalisierte
Kontraktionsgeschwindigkeit (+df/dt (norm.) in mN/mm?Xs) im Vergleich zur jeweiligen Baseline der Gruppe
bei unter-schiedlichen Frequenzen. (A) zeigt die von 0,5uM Empagliflozinldsung umspiilten Proben und (B)
die Kontrollgruppe. AuBlerdem stellen (C)-(D) die normalisierte Relaxationsgeschwindigkeit (-df/dt (norm.) in
mN/mm?Xs) und (E)-(F) die normalisierte 90%ige Relaxationszeit (RT90% (norm.)) dar. Die mit dem *
gekennzeichneten signifikanten Unterschiede fanden sich bei der +df/dt in der Kontrollgruppe bei 6Hz vs.
BL (23%; p=0,0399; nkonwone=06) und 8Hz vs. BL (14%; p=0,0101; nkonwonc=5), bei der -df/dt in der
Kontrollgruppe bei  10Hz vs. BL (p=0,0443 nkonwote=0), sowie bei der RT90% norm. bei der
Empagliflozingruppe bei 10Hz vs. BL (51%, p=0,0078, NEmpagiifiozin=38) und in der Kontrollgruppe bei 8Hz vs.
BL (49,5%, p=0,0145, nkonwote=0) und 10Hz vs. BL (52%, p=0,0028, nkontrolte=0).

3.2.1.4 Post-Rest-Versuche

Hinsichtlich der Verinderung der Tdev afterRest/priRest-Quotienten ergab sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen (p=0,2309, 1sek Npmpagiifiozin=0; 5sek,
10sek NEmpagifiorin="7; 1sek, 5sek, 10sek Nkontrotc="7).
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Wie durch Abbildung 17 gezeigt, beruht die Zunahme des Quotienten vor allem auf einer
Verinderung der nach der Stimulationspause héheren entwickelten systolischen Kraft als auf

einer Anderung der sich eher konstant haltenden Werten vor der Stimulationspause.
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Abbildung 17: Post-Rest-Verhalten der db/db-Proben. (A) Dargestellt ist der Quotient aus der netto
entwickelten Kraft (Tdev) der ersten Kontraktion nach der Stimulationspause normalisiert auf den letzten Wert
vor der Pause und in Bezug zur Linge der Stimulationspause in Sekunden gesetzt und die Entwicklung der
netto entwickelten Kraft (B) vor und (C) nach den unterschiedlich langen Stimulationspause (1sek, 5sek, 10sek),
berechnet durch Subtraktion der jeweiligen diastolischen Grundspannung zum gegebenen Zeitpunkt (vor/nach

Pause) von der entwickelten maximalen Kraft.

3.2.2 Nicht-diabetisches Mausmodell

Um einen moglichen diabetesunabhingigen Effekt zu untersuchten, wurden die Versuche
auch mit Papillarmuskeln aus murinen Herzen des Wildtyps der Mausreihe deltaC (WT)
durchgefiihrt. Diese zeigen keine metabolische Beeintrichtigung oder kardiale Dysfunktion.
Sie kénnen daher als Kontrollproben fiir einen diabetesunabhingigen Effekt herangezogen
werden und lassen Riickschlisse darauf zu, ob etwaig auftretende Effekte auch in gesundem

Myokard auftreten.

Es wurden daher Daten der Kontraktilitit und Kontraktionskinetikparameter erhoben,

sowie Kraft-Frequenz -Versuche durchgefiihrt, soweit letzteres moglich war.
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3.2.2.1 Kontraktilititsmessung

Uber den Verlauf des Wash-In entwickelten die Muskelstreifen zunehmend weniger Kraft
wihrend der Kontraktionsphase. Verglichen mit den Kontrollproben zeigte sich ein
annihrend gleiches Ausmal} der Kraftreduktion (-55,2%; 0,1uM, 1uM, 10uM nkoeatone=13,
0,5uM nionrote=23 vs. -49,1%, 0,1uM, 1uM, 10uM Nempagifiorin=8, 0,5uM NEmpagiifiozin=18).
Demnach bewirken steigende Empagliflozinkonzentrationen (0,1; 0,5; 1,0 und 10uM) keine
signifikante Anderung der systolischen Kraft (p=0,3581).

Die diastolische Kraft zeigte insgesamt eine geringe, aber signifikante Reduktion im
Vergleich zur Kontrolle (p=0,0084, Npmpagifiozine=12 VS. Nxonwore=106). Im Mittel war die
diastolische Spannung nach dem Wash-In im Vergleich zur Baseline bei den Kontrollstreifen
um 8,56% reduziert, wihrend die Spannung der Kontrollstreifen um 4,52% absank. Die mit
Empagliflozin umspiilten Proben wiesen am Endpunkt bei einer Konzentration von 10uM
Empagliflozin eine Reduktion der diastolischen Spannung um 18,57% auf und unterschieden
sich somit um etwa 12,8% von den Kontrollstreifen (p=0,141; Nimpagifiozin=12 V8. Nkonrrone=16).
Beim direkten Vergleich nur der klinisch relevanten Konzentration von 0,5uM Empagliflozin

gegen die Kontrolle zeigte sich kein signifikanter Unterschied (p= >0,999).

Die Kraftentwicklung unter steigenden Konzentrationen ist in den folgenden Abbildung 18

dargestellt.
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Abbildung 18: Kraftentwicklung der WT' Proben bei steigenden Konzentrationen. Dargestellt sind (A)
die normalisierte diastolische Spannung (Tdia (norm.) in mN/mm?) von isolierten Papillarmuskeln aus Herzen
des herzinsuffizienten Mausmodells (deltaC Miuse) nach Wash-In Empagliflozins(Nempaglifiozin=12)  in
steigenden Konzentrationen (0,1uM; 0,5uM; 1uM, 10uM) und der Kontrolle (fkonwone=16) und (B) die
Mittelwerte der zeitgleich erhobenen normalisierte systolischen Kraft (Tdev (norm.)) der Empagliflozin- (0,1;
1; 10uM  NEmpaglifiozin=8; 0,5uM  NEmpaglifiezin=18) und Kontrollgruppe (0,1;1;10uM  nkontrore=13; 0,5uM
NKontolle =23) unter schrittweise steigenden Konzentrationen (0,1; 0,5; 1; 10uM). *: Signifikanter Unterschied
(10pM: Empagliflozin vs. Kontrolle: p=0,0084, NEmpaglifiozin = 1 20Kontroe=16) Kontraktionskinetik

Analog zu den Versuchsreihen an humanen und den diabetischen murinen Proben wurden
auch in den  Experimenten mit Papillarmuskeln des  WT-Mausmodells
Kontraktionsparameter, wie die Kontraktionsgeschwindigkeit, die

Relaxationsgeschwindigkeit und die 90%ige Relaxationszeit, ethoben.
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Es konnte keine signifikante Anderung der Kinetikparameter innerhalb der Interventions-
oder Kontrollgruppe verglichen mit der jeweiligen Baseline nach Wash-In beobachtet
wetden.

Bei der klinisch relevanten Dosis von 0,5uM Empagliflozin reduzierte sich die
Kontraktionsgeschwindigkeit um etwa 1,3% (p=0,7432; Npmpagifioin=18), wihrend die
Relaxationsgeschwindigkeit nicht relevant zunahm (p=0,9731; Nempaginezin=21) und die

bendtigte Zeit bis zur 90%igen Relaxation um 38,7% zunahm (p=0,06406; NEmpagifiorin=19).

Innerhalb der Kontrollgruppe stellte sich eine dhnliche Entwicklung dar. Die Kontraktions-
und Relaxationsgeschwindigkeit nahmen um 4,5% (p=0,1763; nkonronc=23) bzw. 4%
(p=0,1512; nkonroe=17) ab, wihrend die bendtigte Zeit bis zur 90%igen Relaxation 1,5-mal
so lang war (p=0,0055; nkontrore=20).

Der Vergleich der Empagliflozingruppe bei der klinisch relevanten Dosis von 0,5uM gegen
die Kontrolle zeigte ebenso wenig einen signifikanten Unterschied fir die Kinetikparameter
(+dfdt: p=0,5337, Nempaglifiorin=18, Nkonwone=23; -df/dt: p=0,685, Nempaglifiorin=21, Nkontrone=20,
RT90% (norm): p=0,7029, NEmpagiifiozin=19, NKontrole=20).
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Abbildung 19: Kontraktionskinetik der murinen herzinsuffizienten Proben. Gezeigt sind (A) die
normalisierte Kontraktionsgeschwindigkeit (+df/dt (norm.) in mN/mm?Xs) im Vergleich zur jeweiligen
Baseline der Gruppe, sowie die Relaxationsparameter (B)-(D): normalisierte Relaxationsgeschwindigkeit
(-df/dt (norm.) in mN/mm?2Xs) und die 90%ige Relaxationszeit als absolut Werte (RT90% in ms) und

normalisiert auf die Baseline (RT90% (norm.)). Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede beim Vergleich
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mit der jeweiligen Baseline (Empagliflozin: +df/dt: p=0,7432; npmpagifosin=18; -df/dt: p=0, 9731,
NEmpagliflozin =215 RT90% norm.: p=0,0646; nkonwote=19; Kontrolle: +df/dt: p=0,1763; nkonwote=23; -dfdt: p=0,
1512; fikontrole=17; RT90% norm.: p=0,0055; nkonwote=20) oder im abschlieBenden Vergleich miteinander (
Empagliflozin vs. Kontrolle: +dfdt: p=0,5337, nempaglifiozin=18, Nkontore=23; -df/dt: p=0,685, NEmpagifiorin=21,
NKontrole =20, RT90% (norm): p=0,7029, Nempaglifiozin =19, NKontrolle=20).

3.2.2.2 Kraft-Frequenz-Beziehung

Bei steigenden Frequenzen zeigte sich, der physiologischen Reaktion entsprechend, sowohl
in der Interventionsgruppe als auch bei der Kontrollgruppe eine Zunahme der entwickelten
Kraft. Bei steigender Stimulationsfrequenz zeigten sich zwar héhere systolische Werte, die
Unterschiede waren jedoch nicht signifikant. Bei maximaler Stimulation ergab sich innerhalb
der Empagliflozingruppe ein Unterschied von 26% und bei der Kontrollgruppe ein
Unterschied von 68% (4Hz vs. 10Hz prmpaglifiozin=0,2828; NEmpaglifiozin=14; Prontroe=0,1285;

NKontrolle™ 1 2) .

Die diastolische Grundspannung blieb bei hoheren Frequenzen innerhalb der
Interventionsgruppe und auch bei der Kontrollgruppe annihrend stabil. Die normalisierten
diastolischen Mittelwerte der Empagliflozingruppe unterschieden sich zwischen der bei 4Hz
gesetzten Baseline und dem Mittelwert bei 6Hz um 6,7% (p=0,5860, NEmpagiifiozin=15), bei 8Hz
um 12,4% (p=0,277, NEmpagiifiorin=15) und bei 10Hz um 13,01% (p=0,2779, NEmpagifiozin=15).
Die Papillarmuskeln der Kontrollgruppe zeigten dquivalent dazu nur sehr geringe
Abweichungen von den Werten der 4Hz Baseline. Bei 6Hz wichen sie um 0,2% (p= 0,8957;
Nkonrone=12), bei 8Hz 2,1% (p=0,3942, nxonrone=12) und bei 10Hz 4,2 % (p=0,1741,
Nkontrolle=12) ab.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Abbildung 20 veranschaulicht.
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Abbildung 20: FFR: Kraftentwicklung der murinen WT-Proben. Es werden die Mittelwerte der
normalisierten systolischen Krifte unter (A) Empagliflozinwirkung und (B) Kontrolle bei verschiedenen
Stimulationsfrequenzen (Tdev: 4 Hz; 6 Hz; 8Hz; 10Hz) (NEmpaglifiozin= 14; NKontrolle=12) und analog dazu (C)-(D)
die normalisierte mittlere diastolische Spannung (Tdia (norm.)) der Interventions- und Kontrollgruppe

(nEmpag].iﬂozin: 15 5 NKontrolle = 1 2) .

Die Kontraktionsgeschwindigkeit dnderte sich bei 6Hz und 8Hz unter Empagliflozin
zundchst nur wenig (6Hz p=0,5127; 8Hz p= 0,0752; nNpmpgitezin=14), bei einer
Stimulationsfrequenz von 10Hz kontrahierten die Streifen jedoch signifikant schneller (-
14%; p=0,015; Npmpagifioin=14). In der Kontrollgruppe lieB sich keine signifikante Anderung
der Kontraktionskraft beobachten (6Hz p=0,7557; 8Hz p=0,7728; 10Hz p=0,2289,;
Nionwolle=13). Der Vergleich zwischen Kontroll- und Interventionsgruppe erbrachte keinen
signifikanten Unterschied (+df/dt: 6Hz: p=0,9253, 8Hz: p=0,0684, 10Hz: p=0,5508;

nEmpagliﬂozin: 14, NKontrolle— 13)

Auch die Relaxationszeit zeigte innerhalb der Interventionsgruppe keine signifikante
Anderung bei 6Hz (p=0,3525; Dmpagifiosin=14), allerdings bei 8Hz (p=0,0259; Npmpagifiorin=15)
und 10Hz p=0,008; nempagiitiezin=14). Die Zeiten der Kontrollgruppe wichen weder bei 6Hz
(P=0,158; nkonwone=13), 8Hz (p=0,1481; nionwone=13) oder 10Hz (p=0,0782 nkontrorc=13)
signifikant von den Baselinewerten ab. Ebenso zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen der Kontroll- und Interventionsgruppe (-df/dt Kontrolle vs. Empagliflozin: 6Hz:
p=0,3755, 8Hz: p=0,3755; 10Hz: p=0,2333 ; Nempagiifiozin= 14, Nkontrote= 13).
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Die zur Beurteilung der Entspannung herangezogene 90%ige Relaxationszeit zeigt innerhalb
der Empagliflozingruppe schwankende mittlere Werte. Wie in Abbildung 21 dargestellt, war,
verglichen mit der Baseline bei 4Hz, der Unterschied bei auf 6Hz erhdhter Frequenz
(p=0,45406, NEmpagiifiozin=14) und bei Stimulation mit 10Hz (p=0,4282, Nempagiifiezin=14) nicht
signifikant, bei 8Hz zeigte sich jedoch ein signifikanter Unterschied (-37%, p=0,0057,
Nempaglifiozin=14). In der Kontrollgruppe zeigte sich ein bei 6Hz noch kein signifikanter
Unterschied (p=0,3784, =13), jedoch bei steigenden Frequenzen (8Hz p=0,0288; 10Hz
p=0,0068; nkonrone=13). Der Vergleich der Interventions- mit der Kontrollgruppe zeigte
jedoch keinen signifikanten Unterschied (RT90% (norm.): 6Hz: p= 0,3002, 8Hz: p= 0,2750,

lOHZ: p:0,5006, nEmpagﬁﬂozin: 14, NKontrolle— 13)
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Abbildung 21: FFR: Kontraktionskinetik der murinen WT-Proben. Gezeigt sind die normalisierte
Kontraktionsgeschwindigkeit (+df/dt (norm.) in mN/mm?Xs) im Vergleich zur jeweiligen Baseline der Gruppe
bei unterschiedlichen Frequenzen der (A) Empagliflozin- und (B) der Kontrollgruppe. AuBlerdem sind (C)-
(D) die normalisierte Relaxationsgeschwindigkeit (-df/dt (norm.) in mN/mm?2Xs) und (E)-(F) die
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normalisierte 90%ige Relaxationszeit (RT90% (norm.)) dargestellt. Die mit * gekennzeichneten signifikanten
Unterschiede fanden sich in der Interventionsgruppe bei der +df/dt bei 10Hz (10Hz vs. 4Hz: p=0,015;
NEmpagliflozin = 14), der -df/dt bei 8Hz und 10Hz verglichen mit der Baseline (8Hz: p=0,0259; NEmpagiifiozin=15;
10Hz: p=0,008; ngmpagiifiorin=14), sowie der RT90% bei 8Hz (p=0,0057, Nkmpagiifiozin=14). Des Weiteren zeigten
sich in der Kontrollgruppe fir die RT90% signifikante Verinderungen bei Hz und 10 Hz (8Hz: p=0,0288;
10Hz: p=0,0068; nikontrotle=13). Der Vergleich zwischen Kontroll- und Interventionsgruppe erbrachte fiir keine
Frequenz einen signifikanten Unterschied (+df/dt: 6Hz: p=0,9253, 8Hz: p=0,0684, 10Hz: p=0,5508; -df/dt
Kontrolle vs. Empagliflozin: 6Hz: p=0,3755, 8Hz: p=0,3755; 10Hz: p=0,2333, RT90%: RT90% (norm.): 6Hz:
p= 0,3002, 8Hz: p= 0,2750, 10Hz: p=0,5006; NEmpaglifiozin= 14, NKontrolle= 13).
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit konnte erstmalig zeigen, dass Empagliflozin direkte pleiotrope
Effekte auf die diastolische Funktion in isoliertem humanen und murinen Myokard aufweist,
ohne die systolische Kraft zu kompromittieren. Weiterhin konnte nachgewiesen werden,

dass die Wirkung diabetesunabhingig auftritt.

4.1 Klinische Konzentration

Im Rahmen der EMPA-REG-Studie wurde Patientinnen entweder 10mg und 25mg
Empagliflozin verabreicht. Laut Angaben der Europiischer Medicine Agency (EMA)
entspricht dies bei 10mg einer maximalen Plasmakonzentration (Cma) von 259nM und bei
25mg einer Cmx von 687nM. Dies wurde im Rahmen von Untersuchung an gesunden

Probanden, sowie an DM2-Patient:innen ermittelt.

Beide Kollektive zeigen eine lineare Steigerung der Urin-Glukose-Exkretion bis
Dosiserh6hungen auf 25mg. Bei gesunden Probanden konnte eine Fortfithrung der lineare
Wirksteigerung bis 100mg beobachtet werden, bei den Diabetiker:innen schien dieser Effekt
bei 25mg gedeckelt zu sein und brachte selbst bei einer Vervierfachung der

Empagliflozindosis auf 100mg/Tag keine signifikante Steigerung mehr (Seman et al. 2013).

Zudem weist Empagliflozin eine niedrige Akkumulationsrate auf (Scheen 2014). Es kann
also davon ausgegangen werden, dass die postulierte cma. durch die effektive Wirkdosis

erreicht wird.

Ausgehend von den beschriebenen Grundlagen wurde fiir diese Arbeit zunichst ein
Studiendesign gewihlt, das unterschiedliche Konzentrationsschritte (0,1; 0,5, 1, 10uM) und
somit auch die klinisch eingesetzten Konzentrationen beinhaltete. Im Verlauf der
Experimente wurde ersichtlich, dass die zeitintensiven Konzentrationsrethen-Experimente
besonders die Vitalitit des murinen Myokards beeinflussten, dass anschlieBend
durchgefithrte  Versuche zum frequenzabhingigen Verhalten nur eingeschrinkt
aussagekriftig waren. Im Sinne der Leitfrage dieser Arbeit nach mdglichen pleiotropen
Effekten Empagliflozins auf humane und murine myokardiale Trabekel, wurde der
Versuchsfokus daher auf die klinisch relevante und fiir die Behandlung suffiziente Dosis von
0,5uM gelegt. Aufgrund methodischer Einschrinkungen wurden die FFR-Versuche der
humanen Reihe bei 10uM durchgefiihrt. Unterschiedliche Reaktionen auf steigende Cmas
wiren jedoch im Sinne der vorangegangen beschriebenen gedeckelten Urin-Glukose-
Exkretion der Diabetiker:innen vor allem beim Vergleich von Diabetiker:innen mit Nicht-
Diabetiker:innen zu erwarten. In dieser Arbeit wurde zum einen auf eine solche
Subgruppeneinteilung verzichtet, zum anderen wurden Vergleiche innerhalb der einzelnen
Versuchskollektive bei derselben Konzentration von 10uM gezogen. Als Kontrolle dienten
immer zeitgleich erhobene Daten desselben Kollektivs, dh. innerhalb einer Gewebegruppe

mit derselben Reaktion auf die cmi. So wurden die murine Daten nur innerhalb der
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diabetischen Gruppe, bzw. innerhalb der nicht-diabetische WT-Gruppe verglichen. Die

FER-Ergebnisse sind somit nicht in ihrer Beurteilbarkeit eingeschrinkt.

Die Endzahl der humanen Proben lie} keine Unterteilung in Subgruppe von nicht-DM2-
und DM2- Patient:innen zu und konnte aufgrund limitierter Verfiigbarkeit nicht erh6ht
wetden. Uberdies wurden keine Versuche an Kardiomyozyten aus gesundem, also nicht HF-
Myokard gemacht. Vertiefende Untersuchungen eines grofleren Probenkollektivs, die diese

Unterscheidung ermdéglichen, wiren daher von groem Interesse.

4.2 Pleiotrope Wirkung Empagliflozins auf Myokardtrabekel

Die multiplen Effekte Empagliflozins sind bereits zu Teilen untersucht und ihre
systemischen Auswirkungen in groBer Bandbreite diskutiert worden. Natirlich ldsst sich
nicht von der Hand weisen, dass eine verbesserte Herzleistung auch auf die nachweislich
positiven pharmakodynamischen Effekte auf Blutdruck, Blutglukosespiegel, Plasmavolumen
oder Gefille (Lytvyn et al. 2017; Lin et al. 2014) zuriickzufithren sein kénnte. Vorarbeiten
zeigen, dass eine durch Verinderungen der kardiovaskuliren Risikofaktoren bedingte
Reduktion der Mortalitit zwar auftritt (Gade et al. 2008), diese jedoch erst nach Jahren und
nicht innerhalb des in der EMPA-REG-Studie beschriebenen Zeitraums von drei Monaten
evident wird. Die Ergebnisse der EMPA-REG-Studie legten somit die Vermutung einer von
den systemischen Stellgr6Ben unabhingigen, direkten kardialen Wirkung nahe. Mit dieser
Arbeit konnte erstmalig nachgewiesen werden, dass Empagliflozin die diastolische
Grundspannung verringert, ohne die systolische Kraft zu reduzieren. Weiterhin zeigte sich
kein Effekt auf die Kontraktionskinetik, das frequenzabhingige oder das Post-Rest-
Verhalten

Dabei wurde die Wirkung Empagliflozins erstmalig in einem Kontext untersucht, der die
Beeinflussung tber systemische Effekte ausschlieB3t, indem isolierte myokardiale Trabekel
verwendet wurden. So konnten die gezeigten Ergebnisse eindeutig auf eine direkte Wirkung
auf Trabekelebene zuriickgefiihrt werden. Sowohl in den humanen als auch in der murinen
Proben zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen Kontroll- und Interventionsgruppe
hinsichtlich der diastolischen Grundspannung. Uberdies zeigen die Wash-Out-Versuche der
murinen db/db-Proben dieser Arbeit deutlich, dass die zunichst signifikante Reduktion nur
unter Anwesenheit Empagliflozins auftrat und reversibel war. Der zeitliche Zusammenhang
zwischen der erneuten Zunahme der diastolischen Spannung und dem Auswaschen kann als

weiterer Beleg ciner direkten kardialen Wirkung gewertet werden.

In diesem Sinne untersuchte eine in-vivo-Studien mégliche Effekte des Wirkstoffs bei KHK-
Patientinnen. FEs zeigte sich nach dreimonatiger Behandlung mit 10mg/Tag
echokardiografisch eine verbesserte diastolische Funktion in Form einer gesteigerten
Fiallungsgeschwindigkeit in der frihen Diastole sowie ein verminderter linksventrikulirer

Masseindex. Die Daten dieser prospektiv, aber unkontrollierte Studien suggerierten eine
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durch Empagliflozin bedingte Umkehr des linksventrikuldren Remodellings, welches nicht
durch eine Blutdrucksenkung und ein vermindertes linksventrikulires Volumen erklirbar
war (Verma et al. 2016).

Ahnliche Ergebnisse zeigte auch eine Studie an diabetischen, tibergewichtigen db/db-
Miusen, die trotz ausbleibender Blutdrucksenkung und ohne dass signifikante Anderungen
der Koérpermalle nachweisbar waren, einen vorteiligen Effekt auf die in-vivo erhobenen

Blutdruckparameter postulierten (Habibi et al. 2017).

In die humanen und murinen Ergebnisse reihte sich die Arbeit von Shi et al. (2017) ein.
Zebrafischembryonen, die durch eine Behandlung mit Aristolochiasiure regulir innerhalb
von drei Lebenstagen eine Herzhypertrophie, Bradykardie und schwerem Herzversagen
zeigen, wiesen bei Vorbehandlung mit Empagliflozin eine dosisabhingige verbesserte
histopathologische ~ kardiale = Struktur und eine  geringere  Expression an

Herzinsuffizienzmarkern auf.

In diesem Zusammenhang sind auch die Daten der in-vivo-Experimente an Zucker diabetic
farty Rats (ZDF-Ratten) als weiterer Hinweis auf eine direkte kardiale Wirkung zu betrachten
(Pabel et al. 2018). Bei den Ratten, die eine diastolische Dysfunktion aufweisen, konnte
echokardiografisch beobachtet werden, dass die eigentlich pathologisch verlingerte
Relaxationszeit sich bereits 30min nach intravendser Empagliflozingabe verkiirzte und die
Ratio aus friher zu spiter Fillungsgeschwindigkeit sich verbesserte, wihrend die EF
unverindert blieb (Pabel et al. 2018).

Die Mehrzahl der in-vivo Studien zeigte eine reduzierende Wirkung sowohl auf systolische
als auch auf diastolische Blutdruckparameter (Baker et al. 2014). In in-vivo Studien an
Patientinnen mit DM2 und Hypertension lie3 sich bei beiden Geschlechtern eine
Verbesserung des diastolischen und systolischen Blutdrucks unter Therapie mit
Empagliflozin beobachten (Hach et al. 2012, Tikkanen et al. 2015).

Entgegen dieser in-vivo-Daten konnte diese Arbeit in-vitro keinen Einfluss auf die
systolische Kontraktionskraft nachweisen. In in-vivo-Experimenten kénnen systemische
Effekte tber eine Verkettung indirekt die kardiale Funktion, in diesem Falle z.B. die
systolische Kontraktionskraft beeinflussen. Anzufithren sind hier unter anderem die
Reduktion des intravasalen Volumens (Inzucchi et al. 2018a), sowie die signifikante
Verbesserung der mit systolischen Druckparametern assoziierten arteriellen Steifigkeit und
dem vaskuldren Widerstand (Chilton et al. 2015). Durch das Experimentdesign dieser Arbeit
konnte derartige Confoundereffekte jedoch ausgeschlossen werden und die ausbleibende
Verinderung unter Empagliflozingabe kann daher als Evidenz fir einen fehlenden Einfluss

auf die systolische Kontraktionskraft gewertet werden.

Erstmalig konnte mit dieser Arbeit eine direkte Verdnderung der diastolische
Grundspannung nachgewiesen werden - unabhingig von systemischen Einflussfaktoren wie

dem Volumenstatus oder Gefil3widerstand und damit auch dem Blutdruck. Es konnte somit
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gezeigt werden, dass Empagliflozin das maligebliche Kriterium einer diastolischen

Dysfunktion verbessern kann.

Hinweise darauf konnten auch in zwei Studien mit Wirkstoffen derselben
Medikamentenklasse gefunden werden. Diese mallen die linksventrikuldre diastolische
Funktion mittels Echokardiogratie bei Typ 2-Diabetiker:innen unter Canagliflozin nach drei
(Matsutani et al. 2018) und unter Dapagloflozin nach sechs Monaten (Shim et al. 2021). In
beiden Studien wurde eine signifikante Verbesserung diastolischer Funktionsparameter

nachwiesen.

In einem pridiabetischen Rattenmodell wurde mittels implantierter Radiotelemetrie der
arterielle Blutdruck kontinuierlich tiberwacht. Nach 10-wdchiger Empagliflozingabe konnte
kein signifikanter Unterschied der Blutdruckparameter nachgewiesen werden. Bei genauerer
Betrachtung zeichnete sich jedoch ein abnehmender Trend der diastolischen Blutdruckwerte
innerhalb der Empagliflozingruppe ab, wohingegen die Werten der Kontrollgruppe relativ
konstant blieben (Kusaka et al. 2016). Zu bemerken ist hierbei, dass eine Abnahme des
diastolischen Blutdrucks nur ein indirekter Hinweis auf verbesserte Relaxationsfihigkeit und

damit absinkende diastolische myokardiale Grundspannung sein kénnte.

Eine genauere Untersuchung lieBen die in-vivo-Versuchen an weiblichen db/db-Mausen
von Habibi et al. (2017) zu. Diese konnte ebenfalls keine Reduktion der Blutdruckparameter
reproduzieren, fanden jedoch Hinweise fiir eine Verbesserung der diastolischen Steifigkeit,
in die sich die Daten dieser Arbeit einreihen lassen. Hierfiir flitterten die Autoren die Mausen
mit Empagliflozin und betrachteten die Wirkung auf Blutdruck, Herzfunktion und
Diabetesparametern, wie dem HbAlc und Nichternblutglukoseleveln. Hinsichtlich der
kardialen Parameter zeigte sich echokardiografisch zu Beginn in beiden Gruppen eine
beeintrichtigte diastolische Funktion (E’/A’-Ratio und E/E’-Ratio). Im Vetlauf
verbesserten sich in der Empagliflozingruppe die Relaxationsparameter, ohne dass die
Blutdruckwerte alternierten. Zu dhnlichen Ergebnissen beztglich der echokardiografisch
kontrollierten diastolischen Funktion kamen auch Versuche einer anderen Gruppe an einem
diabetischen Mausmodell (Hammoudi et al. 2017).

Die bis dato durchgefiihrten Studien untersuchten nur in indirekter Form,
echokardiografisch (Habibi et al. 2017, Hammoudi et al. 2017) oder radiotelemetrische
(Kusaka et al. 2016) oder im Kontext des ganzen Organismus den Einfluss Empagliflozins
oder verwandter SGLT-2-Inhibitoren auf die kardiale Funktion. Die Daten dieser Arbeit
zeichnet somit aus, dass sie die ersten in-vitro-Daten darstellen, die im Gegensatz zu den
beschriebenen Untersuchungen eine isolierte Betrachtung unabhingig von systemischen
Effekten zulassen und die diastolische Verinderung als singulires direktes Target

Empagliflozins ausmachen.

In Zusammenschau der in dieser Arbeit gezeigten Beobachtungen und den in Vorarbeiten

nachgewiesenen Veridnderungen lassen sich die Effekte Empagliflozins bezogen auf die
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kardiovaskulidre Prognoseverbesserung generell in kurzfristige, direkte oder mittel- bis

langtristige Effekte differenzieren.

Damit trigt diese Arbeit entscheidend zur Aufklirung der Ergebnisse der EMPA-REG-
Studie bei, wirft aber im Folgenden die Frage nach modglichen zugrunde liegenden

Mechanismen auf.

4.3 Diabetes-(un-)abhingige Wirkung

Diese Arbeit konnte erstmalig im direkten Vergleich nachweisen, dass Empagliflozin in
diabetischem und nicht-diabetischem HF-Myokard seine Wirkung in anndhrend gleichem
Maf3e entfaltete.

Grundsitzlich war die EMPA-REG Studie auf ein Patientinnenkollektiv begrenzt, dass
ausschlieSlich aus DM2-Patientinnen bestand (Zinman et al. 2015). Die existierenden
murinen Daten stammten meist aus diabetischen Tiermodellen ohne vergleichende gesunde
Gruppen (Habibi et al. 2017, Hammoudi et al. 2017, Zhou et al. 2017). Eine spiter
verbffentlichte Subgruppenanalyse der EMPA-REG-Studie ergab erste konkrete Hinweise
auf eine Diabetesunabhingigkeit (Inzucchi et al. 2018a). Bei dem nach HbAlc-Werten und
-senkung stratifizierte Patient:innenkollektiv, war zu beobachten, dass die positiven
kardiovaskuliren Effekte in allen Subgruppen in konstanten Raten auftraten unabhingig
vom Ausgangs-HbAlc oder dem Ausmal3 der HbAlc-Reduktion (Inzucchi et al. 2018b).

Erste Daten aus Nagermodellen zeigten, dass in kardial vorerkrankten Nagern die positiven
kardialen Effekte auch in Abwesenheit einer diabetischen Stoffwechsellage nachweisbar
waren. Die Arbeitsgruppe um Connelly et al. (2019) beschrieb eine verbesserte kardiale
Funktion bei weiblichen Ratten mit HFpEF im Sinne eciner reduzierten
Kardiomyozytenhypertrophie und dadurch verminderten linksventrikuldren Masse, sowie
ciner verbesserten diastolischen Funktion. Allerdings konnten sie nicht belegen, dass die

Effekte durch direkte kardiale Wirkung hervorgerufen wurden.

Dies gelang der Arbeitsgruppe um Byrne et al. (2017). Hierfir wurden nicht-diabetische
Miuse mit einer EF <45% nach zweiw6chiger Fitterung mit Empagliflozin oder einem
Placebo in-vivo echokardiografiert. AnschlieBend wurden die explantierten Herzen noch in
einem dhnlichen Versuchsaufbau wie in dieser Arbeit ex-vivo und abschlieend histologisch
untersucht. Es zeigte sich hier in-vivo eine signifikante Verbesserung der Ejektionsfraktion,
jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen Placebo- und Empagliflozingruppe in Bezug
auf die diastolischen Funktionsparameter wie den linksventrikuldren Fillungsdruck oder der
diastolischen Steifigkeit. Allerdings lohnt auch hier ein genauer Blick, der zeigt, dass sich in
der Empagliflozingruppe, wenn auch nicht signifikant, doch einen Trend der Verbesserung
der diastolischen Parameter zeigte. Zudem diskutieren die Autor:innen nicht, dass eine
verbesserte Relaxation auch zum nachgewiesenen signifikanten Unterschied des systolischen

Auswurfs beigetragen haben kann (Vasan 2003). Die Studie kommt abschlieBend zu dem
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Schluss, Empagliflozin wirtke zwar auch in nicht-diabetischen Individuen, bedinge dann
jedoch andere Effekte.

Es sollte in der Tat die Frage gestellt werden, ob Empagliflozin absolut diabetesunabhingig
witkt oder zumindest ein unterschiedliches Dosis-Wirkverhalten bei unterschiedlichen
anwesenden Glukosespiegeln zu beobachten ist. Die Glukose-Ausscheidung im Urin scheint
zumindest bei Diabetes-Patient:innen ein  Wirkmaximum bei 25mg Empagliflozin
aufzuweisen, wihrend bei gesunden Probanden die Rate bis 100mg Empagliflozin weiter
gesteigert werden konnte (Michel et al. 2015). Aufgrund methodischer Einschrinkungen
konnte in dieser Arbeit die erthobenen Daten diabetischer muriner Proben nur mit der
klinisch relevanten Konzentration getestet werden. Ein Vergleich der kardialen Reagibilitat
diabetischer und nicht-diabetischer-Proben auf unterschiedlichen Konzentrationen wire

daher von weiterem Interesse.

Auf Grund von Limitationen in der Verfiigbarkeit explantierter humaner Herzen konnte die
Anzahl der gewonnen Proben nicht beliebig erweitert werde. Fine Einteilung in Subgruppe,
die den Unterschied zwischen diabetischen und nicht-diabetischen Patienten:innen etlauben,
war aufgrund zu kleiner Endzahlen nicht méglich, wire jedoch weiterfithrend bedeutend.
Aufgrund ethischer Gesichtspunkte konnte eine vergleichende Versuchsreihe an gesunden

humanen Herzen nicht durchgeftihrt werden.

Zu Beginn dieser Arbeit hatte lediglich die Phase I Studie zum Medikament Empagliflozin
an gesunden menschlichen Probanden hinsichtlich Sicherheit, Pharmakokinetik und
-dynamik getestete. Dabei wurden allerdings keine expliziten kardialen Parameter erhoben,
sondern unspezifisch geschaut, ob unerwiinschte Wirkungen nach Einnahme auftraten
(Sarashina et al 2013).

Wie bereits in der Einleitung erldutert, spielt das RAAS-System und damit auch die Niere
eine kritische Rolle in der Entwicklung der Herzinsuffizienz. Es ist daher nicht
verwunderlich, dass ein nephroprotektiver Effekt sich prognostisch giinstig auf die
Entwicklung einer Herzinsuffizienz auswirkt. Insbesondere fiir Patient:innen mit einer
diastolischen Dysfunktion ist eine Verschlechterung der Nierenfunktion mit einem Anstiegt
der Mortalitit assoziiert (Roth et al. 2017). Daher darf die Studienlage beziiglich SGLT-2-
Inhibitoren und der Niere an diesem Punkt nicht unerwihnt bleiben. Die Studie
Dapagliflozin on Renal Outcomes and Cardiovascular Mortality in Patients With Chronic
Kidney Disease (Dapa-CKD) (Heerspink HJL et al. 2020) und die Canagliflozin on Renal
and Cardiovascular Outcomes in Participants With Diabetic Nephropathy (CREDENCE-)
Studie (Mahaffey, KW et al. 201) 9zeigte jeweils eine starken positiven Effekt auf das renale
Outcome definiert als Progression einer chronischen Niereninsuffizienz, terminalem
Nierenversagen und Tod. Es zeigte sich, dass eine SGLT2-Inhibition aufgrund der
geringeren Na'-Resorption und damit héheren Na'-Konzentration an der Macula densa zu
einer Verstirkung des tubuloglomeruliren Feedbacks fiithrt. Die konsekutiv folgende

Vasokonstriktion —der glomeruliren  Arteriolen und der dadurch verringerte
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transglomerulidren Druck, schiitze folglich die glomerulire Funktion (Mahaffey, KW et al.
2019; Heerspink HJL et al. 2020).

2020 erschienen mehrere Studien, wie die DAPA-HF-Studie (McMurray, JJV et al. 2020)
oder die EMPEROR-reduced-Studie (Packer M et al. 2020), die den vermuteten
Klasseneffekt der SGLT2-Inhibitoren unabhingig einer diabetischen Stoffwechsellage in
Individuen mit einer HFrEF bestitigten. Zudem erschienen die Ergebnisse der EMPEROR-
preserved-Studie (Anker, SD et al. 2020), die erstmalig die Wirkung Empagliflozins in nicht-
diabetischen HFpEF-Patient:innen untersuchte. Beim Verfassen dieser Arbeit stand noch
die Ver6ffentlichung der Ergebnisse der DELIVER-Studie (Solomon et al. 2021) die die
gleichen Endpunkte unter Dapagliflozintherapie betrachtete aus. In Zusammenschau kamen
die genannten Studien zu dhnlichen Ergebnissen: Signifikant geringe Hospitalisierungsraten
und weniger kardiovaskulirbedingte Todesfille unabhingig eines pathologisch verinderten
Zuckerhaushalts. Eine grof3 angelegte Metaanalyse bestitigte ebenfalls, dass Patient:innen
mit eingeschrinkter kardialer Funktion mit erhaltener oder reduzierter, mit oder ohne
Diabeteserkrankung von einer SGLT2-Inhibitor-Therapie in Bezug auf die kardiovaskuldren
Endpunkte profitieren (Singh, AK et al. 2021).Die Daten dieser Arbeit lieBen zwar nur die
Schlussfolgerung der diabetesunabhingigen Wirkung in HF-Myokard zu, boten damit aber
bereits erste Evidenz fir die potentiellen positiven Effekte bei kardial erkrankten Patienten

ohne Diabetes mit diastolischer Dysfunktion. Mogliche Targets

Offen blieb bisher die Frage nach méglichen Targets von Empagliflozin am (menschlichem)
Herzen, die eine Reduktion der Grundspannung bewirken. Diese Arbeit liefert Belege dafiir,
dass ein Eingriffin den Ionenhaushalt der Kardiomyozyten nicht als ursidchlich zu betrachten
ist. Grundsitzlich bleiben somit Anderungen der Relaxation auf Ebene der kontraktilen
Elemente der Kardiomyozyten oder inter- und intrazellulire Verdnderung im Sinne einer
Fibrosierung zu erwigen, da diese als weitere mal3gebliche Stellgr63en der myokardialen

Steifigkeit gelten (Franssen und Gonzales Miqueo, 2016).

Habibi et al. (2017) konnten eine Reduktion profibrotischer und hypertrophieinduzierender
Signalwege durch Empagliflozin nachweisen. Sie zeigten, dass durch Empagliflozin die
linksventrikulire Hypertrophie reduziert werden konnte, welche in anderen Studien klar mit
der diastolischen Dysfunktion in Verbindung gebracht wurde (Yue et al. 2007, Mandavia et
al. 2013). Den groeren Anteil an der diastolischen Funktionsverbesserung schrieben sie
jedoch doch reduzierenden Wirkung auf fibrotische, interstitielle Prozesse zu (Habibi et al.
2017). Dieser Erklirungsansatz, also eine Wirkung auf chronische Regulatoren wie Fibrose
oder eine verinderte Herzgeometrie zurlickzufiithren, ist in Anbetracht des unmittelbaren
Wirkeintritts der in dieser Arbeit nachgewiesenen Effekte jedoch nicht ausreichend. Hinzu
kommt, dass in dieser Atrbeit durch den in-vitro-Versuchsaufbaus mit isolierten
Muskeltrabekeln systemische Effekte ausgeklammert wurden. Es erscheint daher sinnvoll,
nicht starr nach einen singuliren Wirkmechanismus Empagliflozins zu suchen, sondern

vielmehr die Erwigung in Betracht zu ziehen, dass Empagliflozin wie bereits beschrieben
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uber verschiedenen Mechanismen — direkte und indirekte- die diastolische Funktion

beeinflusst.

Natiirlich wirft dies die Frage auf, tiber welche Targets Empagliflozin die direkte diastolische
Funktionsverbesserung bewirkt. Auch hierfiir liefert diese Arbeit erste Hinweise. Als
wichtiger unmittelbaren Regulator der myokardialen Kontraktilitit sollten Eingriffe in den
Ca’*-Haushalt der Kardiomyozyten in Betracht gezogen werden (Sossalla et al. 2010a). Mit
der Herzinsuffizienz sind typischerweise erhéhe diastolische Ca**-Spiegel und erniedrigte
systolische Ca*"-Transienten assoziiert (Fischer et al. 2013). Folglich ist mehr Ca an Troponin
C gebunden. Konsekutiv ist die Grundspannung wihrend der Diastole erhdht. Die
aufgebrachte Kontraktionskraft ist aufgrund der reduzierten Ca*'-Level und der bereits
bestehenden erhdhten diastolischen Grundspannung nicht mehr so stark steigerbar, wie es
aus einem vollig entspannten Grundzustand mit normalen Ca®*-Leveln moglich ist (Bers
2002). Die FErgebnisse der humanen FFR-Versuche dieser Arbeit zeigte eine dem
physiologischen Kraft-Frequenz-Verhalten entsprechende Entwicklung und auch die
murinen Daten zeigen einen dementsprechenden Verlauf. Auch das PR-Verhalten zeigte sich
unter Empagliflozin nicht signifikant verdndert im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Zusammenfassend ergab sich in den FFR- und PR-Versuchen dieser Arbeit kein Hinweis

auf eine Verinderung der Ionen-Homdostase durch Empagliflozin.

In-vivo-Experimente zur systolischen Funktion zeigten, dass weder bei Patient:innen mit
Herzversagen (Verma et al. 2016) noch im Maus- (Habibi et al. 2017, Hammoudi et al. 2017)
oder Rattenmodell (Pabel et al. 2018) relevante Anderungen der EF unter Empagliflozingabe
auftraten. Dies deutet ebenfalls darauf hin, dass der primire Wirkmechanismus nicht bei
stark alternierenden Ca®*-Spiegel zu finden ist. Diese Hypothese validierten weitere
Untersuchungen des Ca**-Haushalt muriner und humaner Kardiomyozyten. Die systolische
Ca” -Transienten-Amplitude zeigte sich dabei unbeeinflusst von Empagliflozin, ebenso die
Ca’ -Ausstromrate und auch die diastolischen Ca**-Spiegel waren unter Empagliflozin nicht
verindert (Pabel et al. 2018). Pabel et al. (2020) leiteten in einer verblindeten Versuchsreihe
Kardiomyozyten aus humanen pluripotenten Stammzellen ab, die sie mit Empagliflozin bzw.
einem Placebo behandelten. Nach zwei und nach acht Wochen mallen sie mit einem
Epifluoreszenzmikroskop die Ca’*-Transienten-Amplitude und -Kinetik, die diastolischen
Ca*-Level und den Ca**-Gehalt des SR. Zudem untersuchten sie konfokal-mikroskopisch,
ob wihrend der Diastole vermehrt proarrhythmogene Ca’*-Funken auftraten. Sie erginzten
die Untersuchung zum Einfluss Empagliflozins auf das EC-Coupling um Versuche mittels
patch-clamp-Technik, um  die  Aktionspotentialdauer, — -amplitude  und  das
Ruhemembranpotential nach achtwéchiger Empagliflozinbehandlung zu evaluieren. Es
zeigte sich, dass in gesunden Kardiomyozyten keines der Parameter durch die Behandlung
mit Empagliflozin signifikant verindert wurde. Weiterhin zeigte die Gruppe, dass
Empagliflozin einen neutralen Effekt auf die Expression der fiir die Ionenhomdoostase
essenziellen Proteine und den dazugehdrigen Genen, wie den Ryanoidrezeptor, die
SERCAZ2a, Phospholamban und der CaMKII aufwies (Pabel et al. 2020). Die Daten von
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Baartscher et al (2017) stehen den Daten beziiglich der unverinderten Ca**-Spiegeln
zunichst kontrastierend gegentiber. In-vitro untersuchten sie den Einfluss Empagliflozins
auf die zytoplasmatischen Na'- und Ca’*-Spiegel in isolierten Kaninchen- und Ratten-
Myozyten. Sie zeigten, dass Empagliflozin den Na’/H'-Austauscher inhibiert und so die
durch extrazellulir hohe Glukosespiegel erhohte intrazelluliren Na'- und Ca**-Spiegel,
senkte. Zu bemerken ist jedoch, dass der Na’/ H'-Austauscher insbesondere im
pathologisch verinderten HF-Organismus Gberproportional stark aktiv ist (Yokoyama et al.
2000). Dementsprechend wirkt sich eine Inhibierung des Na*/ H'-Austauscher im gesunden
Myokard weniger stark aus (Baartscher et al. 2005). Dies bietet moglicherweise einen
Erklirungsansatz fiir die Daten von Pabel et al. (2020), da die von letzteren verwendeten
Zellen aus gesunden pluripotenten Stammezellen stammen, vermutlich also eine nicht

pathologisch verinderte Na"/ H'-Austauscher -Aktivitit aufwiesen.

Geht man davon aus, dass die Gen- und Proteinexpression der im Vorfeld genannten
Proteine nicht verdndert ist, bleibt als mogliches Target Empagliflozins noch die Regulation
der Proteinaktivitit selbst. Diese weicht im kranken Myokard vom physiologischen Zustand
ab (Yokoyama et al. 2000). Abhingig davon wirken sich eine Aktivititsinderungen stirker

oder eben weniger stark aus.

In Anbetracht erthohter CaMKII -Aktivitit in der Herzinsuffizient ist damit einhergehend
ethohter Ca*-Spiegel fiihrt eine Normalisierung der CaMKII-Aktivitit in der
Herzinsuffizienz zu reduzierten ergo verinderten Ca*'-Spiegeln, wohingegen cine weitere
Normalisierung einer ohnehin nicht verinderten CaMKII-Aktivitit zu keiner Anderung der
Ionenspiegel fithrt. So lassen sich die Daten aus Experimenten mit murine und humane HF-
Kardiomyozyten mit denen von Pabel et al. (2020) vereinen, die in vitro nach einer 24-
stiindigen Behandlung mit Empagliflozin eine deutliche Abnahme der CaMKII-Aktivitdt
und ein damit einhergehendes reduziertes SR-Ca*-Leck zeigten (Mustroph et al 2018).
Hammoudi et al. (2017) beobachteten, dass die durch Empagliflozin bedingte erhéhte
Phospholamdanphosphorylierung reduzierend auf die SERCA2-Aktivitit wirkt und so

konsekutiv zu niedrigeren Ca*"-Level fiihrte.

Zu erwihnen sei auch, dass in einem HFpEF-Modell mit Dapagliflozin zwar in-vivo Effekte
auf den Ca’'- und Na'-Haushalt nachweisen konnten, diese jedoch bei der Behandlung

isolierter Kardiomyozyten nicht zeigen konnten (Cappetta et al 2020).

Weitere maf3geblich die Grundspannung und Kontraktionskraft bestimmende Faktoren sind
die regulatorischen Proteine der Myofilamente selbst, also Myosin, Aktin und Troponin
unabhingig der umgebenen Ionenkonzentrationen (Borberly et al. 2009). Typischerweise
zeigt sich eine Verdnderung der Myofilamentenfunktion bei verschiedenen Erkrankungen
des Herzens und der HF (Hamdani et al. 2008, van der Velden 2011) und konnte mit einer
erhéhten diastolischen Grundspannung in Verbindung gebracht werden (Hamdani et al.
2013). Unter anderem daran beteiligt ist eine Verinderung des Titins, dass durch

posttranslationale Modifikation in Form von Oxidation oder Phosphorylierung in seine
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zweite Isoform tberfithrt werden kann (Hamdani, Bishu et al. 2014). Voratbeiten konnten
die diastolische Dysfunktion mit verminderten Phosphorylierungsleveln myofilamentarer
Regulatorproteine in Verbindung bringen (van Heerebeek et al. 2006, Linke 2008, Borbely
et al. 2009). Die physiologischen funktionalen Phosphorylierungslevel wieder herzustellen,
reduziert dementsprechend die diastolische Steifigkeit der Myofilamente und verbessert die
myokardiale Funktion bei Herzkrankheiten (Hamdani et al. 2009, Hamdani et al. 2013).

Tatsdchlich bewirkte Empagliflozin in den demembranisierten (skinned) Kardiomyozyten
aus HFpEF-Proben eine insgesamt reduzierte passive Myofilamentsteifigkeit, wihrend die
Kraftentwicklung unbeeinflusst  blieb. Es zeigte sich, dass Empagliflozin die
Gesamtphosphorylierung der Myofilamentproteine Titin, MyBPC und Tnl verbessert (Pabel
et al. 2018). Folglich scheint Empagliflozin bei schwerer diastolischer Dysfunktion dem
Pathomechanismus der reduzierten Phosphorylierung der  Myofilamentproteine

entgegenzuwirken.

Es ist denkbar, dass Empagliflozin Gber noch nicht erforschte Signalwege oder lokale
Altetierung in sogenannten Microdominen tber den Na'/ Ca?"-Haushalt Finfluss auf die

Phosphorylierung der Myofilamente nimmt (Pabel et al. 2018).

Bis dato noch nicht erldutert wurde die Diskussion um die namensgebende Wirkung selbst.
Kontrovers diskutiert wurde dahingehend vor allem die kardioprotektive Wirkung der
SGLT2-Inhibitoren insbesondere aufgrund der Tatsache, dass der SGLT2 in kardialem
Gewebe nur sehr schwach exprimiert wird. Dies gilt zumindest fir Kardiomyozyten unter
normalen oder ischimischen und hypertrophischen Konditionen (Zhou et al. 2003, Chen et
al. 2010, Vrhovac et al. 2015). Im Gegensatz dazu wird der SGLT1 am Herzen vermehrt
exprimiert (von Lewinski et al. 2010). Eine Studie konnte jedoch zeigen, dass Endothelzellen
in den Koronararterien des Schweins, die normalerweise kein SGLT2 tragen, bei hohen
Glukosespiegeln die SGLT2-Expression hochregulieren (Patk et al. 2018). Die Vermutung
tber eine mogliche vermehrte SGLT2-Expression an Kardiomyozyten in hyperglykimen
Zustinden liegt hierbei nahe. In Anbetracht der Ergebnisse dieser Arbeit ldsst die Hypothese
jedoch eine Frage offen: unter physiologischen, nicht diabetischen Bedingungen wire der
SGLT2-Expressionsreiz nicht vorhanden, ein weiterer Hinweis auf mdglicherweise

pleiotrope Targets als Grundlage der im Vorfeld beschriebenen Effekte.

Eine diabetische und nicht-diabetische Stoffwechsellagen berticksichtigendes Modell bietet
die These zur verbesserten myokardialen Funktion durch vermehrten Glukoseaufnahme.
Eine kurzlich veroffentlichte Studie zeigte, dass in euglykimen-hyperinsulinimen db/db-
Miusen durch 8-woéchige Empagliflozingabe (10mg/T) der zur Verfiigung stehende
Blutglukosespiegel mit erhéhter Geschwindigkeit gesenkt wurde und Leber, Niere und Herz
eine erhohte Glukoseaufnahme aufwiesen (Kern et al. 2016). Die Ergebnisse suggerierten,
dass die festgestellte verbesserte myokardiale Funktion durch die vermehrten kardiale
Glukoseaufnahme bedingt war. Unter physiologischen Bedingungen gewinnen

Kardiomyozyten ihre Energie hauptsichlich aus der B-Oxidation von Fettsiuren.
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Herzinsuffizienz ist jedoch auch durch eine gestérte Fettsduren-Oxidation gekennzeichnet
(Shao et al. 2015; Booij et al. 2017). Missen die Kardiomyozyten ihre Energie tber den
Glukosestoffwechsel generieren, nehmen sie das Substrat tiber GLUT-Transporter auf (Shao
et al. 2015). Studien deuten darauf hin, dass in der Herzinsuffizienz unter anderem der
GLUT1 und GLUT#4 herunterreguliert sein kénnen (Razeghi et al. 2002, Booij et al 2017)
und die Entwicklung einer Herzinsuffizienz durch transgenen Uberexpression des GLUT1
verhindert werden kann (Liao et al. 2002). Eine ohnehin vom physiologischen Zustand
abweichende Energiegewinnung gepaart mit einer nicht optimalen Versorgung mit Glukose
mindet erklirlicherweise in einer FunktionseinbuBle. Im Umkehrschluss kann eine
Verbesserung der Glukoseaufnahme auch zu einer verbesserten Leistung der
Kardiomyozyten fihren und stellt somit ein zu beachtendes Target Empagliflozins dar.
Basierend auf diesen Uberlegungen konnten Mustroph et al. (2019) zeigen, dass nach einer
24-sttindigen Exposition von humanem und murinem herzinsuffizienten Gewebe gegeniiber
Empagliflozin die GLUT1-Expression signifikant erhéht war, wihrend die Expression der
anderen Transporter der GLUT-Familie nicht verdndert war (Mustroph et al. 2019). Sie
zeigten auch, dass durch die vermehrten Transportmoglichkeiten, die intrazelluliren
Glukosespiegel in allen drei Gewebeproben erhéht waren. Andere Gruppen konnten jedoch
auch eine starke Zunahme der zuvor stark verminderten Aktivitit der GLUT4 und weiterer
fir die B-Oxidation essentiellen Marker beobachten (Yuristas et al. 2019). In diesem Sinne
wire auch eine Verbesserung der kardialen Leistung in einem nicht-diabetischem
herzinsuffizienten Organismus erkldrbar. Weiterhin fihrt die gestorte 3-Oxidation im HF-
Organismus zu einem verstirkten Energiegewinnung aus Ketonkérpern. Diese ist zum einen
beim Diabetes mellitus erkrankten beobachtbar (Aubert et al. 2016), jedoch auch in Zeiten
vermindertem Sauerstoffangebots. Letzteres kann auch in gesunden Herzen auftreten, relativ
gesehen bei vermehrter Herzarbeit und nur begrenzt steigerbarem Blutfluss (Bing 1955).
Essenziell ist, dass die Verwertung von Ketonkdrpern verglichen mit der Oxidation von
Fettsduren energieeffizienter in Bezug auf ATP-Verfigbarkeit pro investiertes Mol
Sauerstoff ist (Kashiwaya et al. 1994; Sato et al. 1995; Veech 2004). Empagliflozin fithrt zu
einem erhohten Level an zirkulierenden Ketonk6rpern. Dariiber hinaus konnten sie zeigen,
dass nicht nur die Serumkonzentration erhoht war, sondern auch die Bioverfiigbarkeit
intrazellulir, indem Empagliflozin zu einer vermehrten Expression von Ketontransportern
und zwei weiteren fir die Ketoneogenese essenziellen Enzymen fihrt. Dies konnte
schlussendlich mit einer ethéhten kardialen ATP-Produktion assoziiert werden (Yurista et al
2019).

Weiterreichend bedeutet eine suffiziente Energiegewinnung verringerten oxidativen Stress.
Sowohl zu hohe Blutglukosekonzentrationen (Bonnefont-Rousselot 2002), als auch eine
vermehrte Fettsdurenverwertung konnten mit einer vermehrten Produktion an reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) in Verbindung gebracht werden, insbesondere verglichen mit der
Ketonkérperverwertung (Sato et al. 1995; Veech 2004; Murphy 2009). Dass Empagliflozin

sich direkt reduzierend auf den oxidativen Stress und entziindliche Prozesse in den
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Kardiomyozyten auswirkt, konnten auch Kusaka et al. (2016) nachweisen. Es fithrt auferdem
zu eciner insgesamt verbesserten Endothelfunktion und einer Reduktion entzindlich
bedingter erhohter Endothelaktivierung (Steven et al. 2017), was konsekutiv wiederrum den
oxidativen Stress verminderte. Letzterer stort die Funktion der Proteinkinase G (PKG) und
des cyclischen Guanosin-Monophosphat- (¢cGMP-)Signalweges, die mit kardialer Steifigkeit
und damit der HFpEF in direktem Zusammenhang gebracht werden konnten (Franssen et
al. 2016). Wie Eingangs beschrieben ist in der HFpEF eine pathologisch reduzierte PKG-
Aktivitit nachweisbar. Empagliflozin scheint bereits nach wenigen Wochen in diabetischen
Miusen den Nitridoxid- (NO-)abhingigen cGMP-PKG-Signalweg positiv zu beeinflussen
(Xue et al 2019), indem die NO-Verfiigbarkeit durch Empagliflozin erhéht wurde und so
schlussendlich die physiologischen Phosphorylierungslevel PKG-abhingiger Myofilamente
wiederhergestellt wurde (Kolijn et al 2021). Die Schlisselrolle des NO zeigten auch Versuche
an Schweinen, die zwei Monate nach einem kiinstlich provozierten Herzinfarkt nach
Empagliflozingabe eine deutlich verbesserte NO-Verfiigbarkeit und damit aktivere PKG
aufwiesen (Santos-Gallego et al. 2021). Eine Beeinflussung dieses Signalweges scheint sich

somit indirekt auf die Phosphorylierung der Myofilamente auswirken.

Weiterhin ist in diesem Zusammenhang zu beachten, dass konstant hohe Blutzuckerspiegel
in direktem Zusammenhang mit den sogenannten Advanced Glycation Products (AGEs) stehen.
Habibi et al zeigten, dass sich auch bei db/db-Miusen eine vermehrte myokardiale AGE-
Expression fand mit besonders im linken Ventrikelmyokard und der GefiBBmuskulatur
betonter Verteilung. Neuere Daten zeigen, dass auch die Kontraktionsproteine Troponin I,
Cund T Ziel eine Glykation sind (Janssens et al. 2018). So wurde insbesondere Troponin I
vermehrt in direkter Nachbarschaft der Phosphorylierungsstellen glykiert Es kénnte daher
vermutet werden, dass iiber potenzielle Interaktionen dies zu den von Pabel et al. (2020)
postulierten Phosphorylierungen fithren. Allerdings zeigen andere Vorarbeiten, dass
Empagliflozin trotz eines moderat verbesserten HbAlc-Wertes keinen Einfluss auf AGE-
Produktion und Akkumulation bei einer geringen Tagesdosis bewirkt (Habibi et al. 2017).
Erst héhere Dosen bewirken eine Reduktion der AGE-Expression (Oelze et al. 2014). Es
bleibt also weiteren Nachforschungen tbertlassen, die genaue Interaktion von AGEs und
Myofilamentphosphorylierung nachzugehen. Auch bleibt offen, inwieweit Empagliflozin im
nicht-diabetischen Myokard witkt.

Ein weiterer diskutierter Signalweg lduft tiber die Aktivierung der SGK1. In Zeiten kardialen
Stresses wird hiertiber die ENaK-Kanal-Expression hochreguliert. Weiterhin schien SGK1
direkt am myokardialen Remodelling, Fibrosierung und einer linksventrikuldren
Hypertrophie beteiligt zu sein (Aoyama, Matsui et al. 2005, Das, Aiba et al. 2012). Es zeigte
sich, dass Empagliflozin die kardiale Fibrosierung reduzierte und konnte mit dem am Herzen
profibrotisch und hypertrophierend wirkenden Proteine SGK1 und ENaC in Verbindung
gebracht werden (Habibi et al. 2017). Die erklirt méglicherweise auch die Ergebnisse von
Kusaka et al., die nach 10-wochiger Empagliflozinbehandlung diabetischer Ratten ein

signifikant geringeres linksventrikulire Gewicht, eine reduzierte kardiale interstitielle Fibrose
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und verkleinerte Kardiomyozytendurchmesser feststellten. Zuriickzufithren war dies, auf
eine Normalisierung der erthohten SGK1 und ENaK Expression. Einschrinkend muss an
dieser Stelle jedoch erwihnt werden, dass auch erhéhte Blutglukoselevel starken Einfluss auf
die Expression der untersuchten Proteine haben. Da diese durch Empagliflozingabe
signifikant verbessert werden, bleibt eine dadurch bedingte Beeinflussung natiirlich nicht aus
(Hills et al. 2006). Der SGK1-Signalweg stellt ein sehr schnell wirkendes System dar. Die
Regulation der SGK1-Transkripte bedarf lediglich 20 Minuten (Waldegger et al. 1997). Die
beobachteten direkten Effekte Empagliflozin kénnten somit eventuell tiber einen méglichen
Link zwischen der SGK1-Expression und der Phosphorylierung der Myofilamente erklart

werden.

Neben den erliuterten Uberlegungen existieren noch viele weitere. Die fiir die
Beobachtungen dieser Arbeit nicht direkt relevanten Studien fanden an dieser Stelle keinen
Eingang in die Diskussion. Es sei aber erwihnt, dass der aktuelle Stand der Forschung ein
differenziertes Bild zeichnet, in dem kurz- und langfristice Wirkmechanismen potentiell
synergistisch wirken kénnen und so dem therapeutischen Feld eine Vielzahl an mdglichen

Ansatzpunkten hinzufiigen.

4.4 XKlinische Translation

In der Kardiologie steht bis dato keine ausreichende Behandlung der diastolischen
Dystunktion zur Verfiigung. FEine erhohte passive Steifigkeit ist ein zentraler
Pathomechanismus der Herzinsuffizienz mit erhaltener Pumpfunktion (Borbely et al. 2009,
Kotter et al. 2013, Ponikowski et al. 2016), einer verschlechterten ventrikuliren Fullung,

Koronarperfusion und Kontraktion (Westermann et al. 2008).

In der Gruppe der Menschen tiber 65 Jahren, die mit Kurzatmigkeit bei Anstrengung in der
Grundversorgung vorstellig werden, hat eine von sechs Personen eine nicht diagnostizierte
Herzinsuffizienz. Die meisten HF-Patientinnen sind dem Spektrum der HFpEF
zuzuordnen (van Riet et al. 2014). Diese prisentiert sich mit einer linksventrikuliren
Beeintrichtigung auf Grund einer gestérten Relaxation und erhohter linksventrikuldrer
Steifigkeit trotz erhaltener EF von tiber 50% (Zile et al. 2004, Paulus et al. 2007). Und auch
die meisten der herzinsuffizienten Patientinnen mit einer reduzierten Ejektionsfraktion
(HFtEF) weisen eine eingeschrinkte diastolische Funktion auf (Ponikowski et al. 2016). Die
Anzahl wegen HFpEF hospitalisierter Patient:innen steigt kontinuierlich an, wihrend die
Atiologie der Krankheit weiter Fragen aufwirft. Die fiir die HFrEF etablierten
Therapieschema scheinen bei HFpEF Patient:innen keinen prognostischen Nutzen zu
haben. Dementsprechend besteht ein groBles Interesse an neuen pharmazeutischen
Ansatzpunkten fiir die Behandlung der HFpEF. Die durch uns gezeigten Effekte
Empagliflozins, die diabetesunabhingig auftraten, er6ffnen die Moglichkeit der Behandlung

einer breiten Population. Die Ergebnisse dieser Arbeit bieten eine neue Rationale fiir weitere
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translationale Studien zur Wirkung Empagliflozins in der diastolischen Dysfunktion und bei

HFpEF- Patient:innen.
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5 Zusammenfassung

Der als orales Antidiabetikum eingesetzte Na'-Glukose-Kotransporter-2-Inhibitor
Empagliflozin wurde 2015 in der EMPA-REG-Studie hinsichtlich seiner kardiovaskuldren
Sicherheit Gberpriift. Die dabei beobachtete signifikante Reduktion der Mortalitit und der
Hospitalisierungsrate aufgrund von Herzinsuffizienzsymptomen, war nicht ausschlieBlich
mit der Minimierung der kardiovaskuliren Risikofaktoren erklirbar. Die Fragen nach

direkten kardialen Effekten und zugrundeliegenden Mechanismen blieben unbeantwortet.

Die vorliegende Arbeit untersuchte daher mogliche pleiotrope Effekte Empagliflozins in
isoliertem humanen Ventrikelmyokard, sowie an murinen Proben sowohl eines diabetischen

als auch eines nicht-diabetischen Mausmodells.

Mittels Muskelstreifenmethode konnten Parameter der Kraftentwicklung, wie die systolische
und diastolische Kraft, sowie Parameter der Kontraktionskinetik erthoben werden. Es wurde
die Wirkung unterschiedlicher Konzentrationen, insbesondere der klinisch relevanten Dosis
von 0,5uM Empagliflozin, die Kontraktion bei variierenden Frequenzen und das Post-Rest-

Verhalten beobachtet.

Es zeigte sich in den humanen Proben eine signifikante Reduktion der diastolischen
Spannung, wihrend die systolische Kraft nicht beeinflusst wurde. Analoge Ergebnisse
zeigten auch die murinen Experimenten. Letztere zeigten deutlich, dass die diastolische
Spannung im diabetischen Miusemyokard gegeniiber dem nicht-diabetischen Myokard
massiv ethoht war. Die isolierten Effekte auf die diastolische Steifigkeit, die unmittelbar nach
Hinzugabe des Wirkstoffs auftraten, widerlegen die These eine allein tUber systemische
Verinderung bewitkten Verbesserung und suggerieren direkte Effekte auf die diastolische
Funktion der Myokardtrabekel. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
mit Empagliflozin behandelten Proben und den Kontrollstreifen in Bezug auf das Kraft-
Frequenz - oder das Post-Rest-Verhalten, was die Vermutung nahelegt, dass die
nachgewiesenen direkten Effekte eher nicht auf einer Beeinflussung des Ionenhaushalts

beruhen.

Diese Arbeit konnte somit erstmalig direkte, Diabetesunabhingige kardiale Effekte
nachweisen. Insbesondere die Reduktion der diastolischen Spannung ohne eine
Beeinflussung der systolischen Kontraktionskraft bieten einen neuen Ansatzpunkt in der bis
dato sehr limitierten Therapie der diastolischen Herzinsuffizienz und der Herzinsuffizienz
mit erhaltener Ejektionsfraktion. Sie fiigt den Ergebnissen der EMPA-REG-Studie einen
neuen mechanistischen Erklirungsansatz hinzu und liefert eine neue Rationale fir

weiterfilhrende translationale Studien.
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