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Zusammenfassung

Als Diabetes mellitus Typ 2 wird eine Erkrankung des Glucosestoffwechsels
bezeichnet, die durch komplexe Mechanismen zu einer Schadigung des
Gefallsystems fuhrt und weltweit fur eine steigende Sterberate bei den Erkrankten
verantwortlich ist. Eine neue therapeutische Strategie gegen diese Erkrankung
stellen Inkretinmimetika dar. Diese bewirken als Agonisten des Glucagon-like-
peptide  (GLP)-1-Rezeptors an der pankreatischen Beta-Zelle eine
glucoseabhangige Insulinfreisetzung und flihren so zu einem antidiabetischen
Effekt. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass sich Inkretinmimetika positiv auf
das kardiovaskulare System auswirken. In atrialen Herzmuskelzellen fihrt die
Aktivierung des GLP-1-Rezeptors zu einem proteinkinase A-abhangigen positiv
inotropen  Effekt sowie zu einer vermehrten Translokation des
Glucosetransporters-1  (GLUT1). Die Bedeutung des GLUT1 in diesem
Zusammenhang ist jedoch unklar. Daher wurden in dieser Arbeit
Herzmuskelstreifen (Trabekel) von humanem atrialen Herzmuskelgewebe
elektrisch stimuliert und mit Exenatide, GLP-1(7-36)NH, sowie GLP—-1(9-36)NH
inkubiert. Fur die Nahrlésung der Trabekel wurde entweder Glucose oder Pyruvat
als Energiesubstrat verwendet und folglich die Unterschiede beider
Substratgruppen in Bezug auf entwickelte Kraft, diastolische Spannung und
Relaxationszeit untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass bei Vorhandensein
von Glucose sowie auch Pyruvat Exenatide und GLP-1(7—-36)NH,, nicht jedoch
GLP-1(9-36)NH,, einen transienten positiv inotropen Effekt ausuben.
Interessanterweise scheint dieser Effekt unter der Verwendung von Glucose als
Energiesubstrat starker ausgepragt zu sein. Dies kdnnte im Zusammenhang mit

der oben genannten vermehrten Translokation von GLUT1 stehen.
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Abstract

Type-2 Diabetes is a worldwide metabolic disease which leads through complex
pathophysiological mechanisms to an impaired vascular function and furthermore
to cardiovascular death. Incretins are agonists of the GLP—1-receptor and exert an
antidiabetic effect through glucose-dependent insulin-secretion from pancreatic
beta-cells, representing an new therapeutic strategy against type-2 diabetes.
Additionally, it is shown that incretins cause beneficial effects on the
cardiovascular system. In atrial cardiomyocytes, the GLP-1-receptor activation
leads to a protein kinase-A-dependent positive-inotropic effect and promotes the
translocation of the glucose transporter 1 (GLUT1). In this context, the relevance
of this GLUT1 translocation is unclear. Therefore electrically stimulated muscle
strips from human atrial tissue were treated with the incretins exenatide, GLP-
1(7-36)NH; and GLP-1(9-36)NH,. Either glucose or pyruvate were used as
energy substrates and subsequently analysed on differences in developed force,
diastolic tension and relaxation parameters between the groups. This study shows
that exenatide, GLP-1(7—-36)NH, but not GLP-1(9-36)NH, exert an positive-
inotropic effect when using both, glucose and pyruvate, as energy substrates.
Interestingly, this effect tends to be more pronounced in muscle strips when
glucose served as energy substrate. This could be linked to a promoted
translocation of GLUT1.
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1 Einleitung

1.1 Kohlenhydratstoffwechsel

1.1.1 Von Glucose zum ATP

Die Hauptfunktion von Kohlenhydraten im menschlichen Organismus besteht in
der Bereitstellung und Speicherung von Energie auf zellularer Ebene. Aullerdem
sind sie wichtige Bestandteile von Zellstrukturen und fungieren in verschiedenen

Signaltransduktionsvorgangen.")

Uber die Nahrung aufgenommene Kohlenhydrate werden im Gastrointestinaltrakt
enzymatisch gespalten, um als Monosaccharide Uber Enterozyten in den
Blutkreislauf ~ aufgenommen zu  werden.  Wichtigster = Metabolit im
Kohlenhydratstoffwechsel ist die Glucose. Galactose und Fructose werden
hauptsachlich bereits in der Leber zu Glucose umgewandelt.

Der membranstandige Natrium/Glucose-Cotransporter (SGLT) bewirkt unter
gemeinsamer Einschleusung von Natrium-lonen einen Glucosetransport in die
Zelle. SGLT-1 wird unter anderem in Zellen des Dunndarms exprimiert und ist dort
in der Regulation der Aufnahme von Glucose und Galactose in Enterozyten
involviert. SGLT-2 ist hauptsachlich im proximalen Tubulus der Niere lokalisiert

und fordert dort die Reabsorbtion von Glucose aus dem Primarharn.®

Je nach Bedarf erfolgt eine Distribution der Nahrstoffe im Organismus. Unter
anderem spielt bei einem Mangel an Glucose das Enzym Adenosinmonophosphat
(AMP) aktivierte Proteinkinase (AMPK) eine wichtige Rolle in der Regulation des
intrazellularen Energiehaushaltes  und signalisiert einen zellularen

Hungerzustand.®

Glucose bzw. Fructose gelangen Uber membranstandige, zellspezifische

Glucosetransportsysteme (GLUT1-14) in die Zelle um in der Glykolyse zu
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Benztraubensaure (Pyruvat) abgebaut zu werden, welches dann wiederum in den
Citrat-Zyklus eingeschleust wird.
In beiden Stoffwechselwegen wird Adenosintriphosphat (ATP) gewonnen, welches

in weiterer Folge der Zelle als Energiesubstrat zur Verfligung steht.

In anaeroben Zustanden (z.B. bei korperlicher Belastung) katalysiert das Enzym
Laktatdehydrogenase (LDH) die Akkumulation von Laktat, das von der Zelle in den
Blutkreislauf abgegeben wird, um im sogenannten CORI-Zyklus in der Leber
wieder zu Glucose aufgebaut zu werden.

Steht der Zelle ausreichend Sauerstoff zur Verfigung wird Pyruvat durch den
Pyruvatdehydrogenase-Komplex (PDC) zu AcetylCoA umgebaut. Angereichertes
AcetylCoA dient der Zelle in Zeiten geringen Energieverbrauchs einerseits zur
Synthese von Cholesterin und Fettsauren, die im Rahmen der Lipogenese zu
Triglyceriden aufgebaut werden und andererseits zur Bildung von Glucose durch
Gluconeogenese.

Herrscht intrazellular ein Zustand von erhdhten Energiebedarf, wird Pyruvat in den
Zitrat-Zyklus  eingeschleust, um neben Kohlendioxid (CO,) die
Reduktionsaquivalente Nikotinamidanedindinukleotid (NADH/H") und
Flavinadenindinukleotid (FADH/H™) zu bilden.

An der inneren Mitochondrienmembran werden NADH/H* und FADH/H" durch
Enzymkomplexe der Elektronentransportkette oxidiert. Unter Verbrauch von
Sauerstoff (O;) und Bildung von Wasser (H,O) kommt es zu einer Ausschleusung
von Protonen in den mitochondrialen Intermembranraum und dem Aufbau eines
Membranpotentials. Dieses elektrochemische Potential ist letztlich der Antrieb fur
das Transmembranprotein ATP-Synthase und der Phosphorylierung von
Adenosindiphosphat (ADP) zu ATP. Dieser Vorgang wird als oxydative
Phosphorylierung (OXPHOS) bezeichnet. ATP wird fur den Grolteil

energieverbrauchender Vorgange in der Zelle benétigt. ©©
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Kohlenhydratstoffwechsels in Zellen.
Nach der Aufnahme (ber GLUT wird Glucose intrazelluldr durch die Glykolyse
enzymatisch unter Verbrauch von ATP zu Pyruvat abgebaut. Dabei entstehen 2
Molekiile ATP und 2 NADH/H®. Unter anaeroben Bedingungen wird Pyruvat
durch die Laktatdehydrogenase (LDH) zu Laktat umgewandelt. Durch den
Pyruvatdehydrogenase-Complex (PDC) entsteht unter aeroben Bedingungen
aus Pyruvat AcetylCoA, das in den Zitratzyklus eingeschleust wird. Hauptprodukt
des Zitrat-Zyklus ist NADH/H'. Durch die Abgabe von Elektronen an die
Enzymkomplexe der Atmungskette entsteht in weiterer Folge ein
Protonengradient  entlang der inneren  Mitochondrienmembran. Das
elektrochemische Membranpotential treibt die membranstédndige ATP-Synthase
zur Produktion von energiereichem ATP an. Insulin bewirkt durch Aktivierung des
Insulinrezeptors neben vermehrten Glucoseeinstrom in die Zelle eine Hemmung

des Fett- und Eiweillabbaus sowie eine Fbérderung des Zucker- und Fettaufbaus.
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1.1.2 Rolle des Insulins

Insulin bewirkt, neben der Regulation verschiedener Stoffwechselvorgange, einen
Glucoseeinstrom in die Zelle. Uber Insulinrezeptoren wird eine Kaskade in Gang
gesetzt die zu einer Translokation membranstandiger, insulinabhangiger
Glucosetransporter (GLUT2) fuhrt.

Das heterodimere Hormon Insulin besteht aus 51 Aminosauren, die als A- und B-
Ketten Uber Disulfidbricken miteinander verbunden sind. Es wird im Pankreas in
den Beta-Zellen der Langerhans-Inseln synthetisiert und in sogenannten
Insulingranula gespeichert. Uber den GLUT2 wird Glucose in die Betazelle
aufgenommen, um durch Glykolyse und den Zitrat-Zyklus unter anderem
energiereiches ATP zu generieren. Durch den intrazellularen Anstieg von ATP
werden ATP-sensitive Kaliumkanale (Karp-Kanale) gehemmt, was zu einer
Membrandepolarisation und zu einer Aktivierung spannungsabhangiger L-Typ
Calciumkanale (voltage gated calcium channel; vgCaCh) fuhrt. Letztlich kommt es
zu einem Anstieg der zytosolischen Calcium (Ca?*)-Konzentration und dadurch zur
Stimulation der Insulinsekretion aus den Insulingranula.

Neben Erhohung des Plasmaglucose-Spiegels spielen auch freie Fettsauren
durch Stimulation von g-protein coupled receptor 40 (GPR40) und Aminosauren
eine Rolle in der Sekretion von Insulin in Beta Zellen.!”®

Aulerdem scheint, dem Mitochondrialen Pyruvat Carrier (MPC) eine wichtige

Rolle in der Glucose-vermittelten Insulinsektetion in Beta-Zellen zu zukommen.®

1.1.3 Die Physiologie von Inkretinen

Neben dem Insulinrezeptor befinden sich an der Membran der pankretaischen
Beta-Zelle Rezeptoren fur glucagon-like-peptide (GLP)—1 und glucose-dependent-
insulinotropic-polypeptide (GIP). Beide Peptide gehdren zur Gruppe der Inkretine
und werden hauptsachlich von enteroendokrinen Zellen des Intestinaltraktes
produziert. Nach einer Mahlzeit werden diese Inkretine ausgeschuttet und fihren
in den Betazellen des Pankreas zu einer Ausschuttung von Insulin. 50 bis 70 %

der postprandialen Insulinsekretion sind auf GLP-1 und GIP zurlckzuflihren.
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Dieser sogenannte Inkretin-Effekt ist jedoch nicht bei niedrigen

Plasmaglucosespiegel zu beobachten und somit glucoseabhangig.!"

GIP wird in Beta-Zellen nur mangelhaft exprimiert. Wahrend GLP-1 die
Glukagonaussuttung vermindert, induziert GIP Uber GIPR in den Alphazellen der
Langerhans-Inseln die Sekretion von Glukagon und fuhrt somit zu einem Anstieg
des Plasmaglucosespiegles.'”

Generell kommt GIP jedoch nur eine vernachlassigbare klinische Relevanz zu.

1.1.3.1 GLP-1 und seine Wirkungen

GLP-1 wird neben Fettgewebe und Alpha-Zellen des Pankreas in den L-Zellen
vom distalen Jejunum, lleum und Colon gebildet und dort durch neuronale und
endokrine Faktoren als postprandialer Stimulus sezerniert. Von dem Protein
Proglucagon wird durch eine Prohormon-Convertase unter anderem das inaktive,
aus 37 Aminosauren bestehende GLP-1(1-37) abgespalten. Durch post-
translationales processing kommt es zur Abspaltung von 6 Aminosauren wobei
zwei Bioaktive Isoformen, GLP—-1(7—36)NH, und GLP-1(7-36)NH>, entstehen. Mit
80% ist GLP—1(7—36)NH, die haufiger im Menschen vorkommende Isoform.('?
Uber den Blutweg gelangt GLP-1 zu den Betazellen der pankreatischen
Langerhans-Inseln, um an seinen Rezeptor zu binden. Der GLP-1-Rezeptor
(GLP-1R) gehdrt zur Klasse B der G-protein-gekoppelten-Rezeptoren und ist ein
heptahelicales Transmembranprotein. Bindet der passende Ligand an den
Rezeptor, so wird Uber heterotrimere G-Proteine die membranstandige
Adenylatzyklase (AC) aktiviert. Diese bildet aus ATP in weiterer Folge cyclisches
Adenosinmoniphosphat (cCAMP). Der entstehende erhohte cAMP-Spiegel aktiviert
wiederum die Proteinkinase A (PKA), die in der Beta-Zelle einen hemmenden
Effekt auf Katp-Kanale ausiibt sowie die Leitfahigkeit spannungsabhangiger Ca*'-
Kanale erhoht. Beide Effekte bestehen nur beim Vorhandensein hoher
Glucosespiegel und beglinstigen die Sekretion von Insulin aus den Insulingranula
(siehe 1.1.2 Rolle des Insulins).

GLP-1 hat eine Halbwertszeit von etwa 2 Minuten. Abgebaut durch das

proteolytische Enzym Dipeptidylpeptidase—4 (DPP—4) in die zwei Abbauprodukt-
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Isoformen GLP-1(9-36)NH; bzw. GLP-1(9-37)NH,. GLP-1(9—-36)NH, bindet an
den GLP-1R ohne eine intrinsische Kaskade auszuldésen und spielt somit als
funktioneller Antagonist eine Rolle in der Regulation der Wirkung von GLP-1(7—
36)NH,."""" ' Neben den Wirkungen auf die Beta-Zellen, verlangsamt GLP—1
aulRerdem die Entleerung des Magens, vermindert den Appetit und zeigte positive

Effekte auf das Kardiovaskuldre- und Immunsystem.'®
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Abbildung 2 : Schematische Darstellung der Insulinsekretion und Wirkung von

| Ac

Inkretinen/Inkretinmimetika in Beta-Zellen des Pankreas. Glucose gelangt (iber
einen insulinabhédngigen Glucosetransporter (GLUT2) in die Beta-Zelle und dient
in der Glykolyse und letztlich im Zitrat-Zyklus der Generierung von ATP. Karp-
Kanéle an der Zellmenbran werden durch das gesteigerte intrazellulére ATP
gehemmt, was zu einer Depolarisation der Zellmembran (gelber Pfeil) und einer
Aktivierung von spannungsabhéngigen Ca®*-Kandlen von L-Typ fiihrt. Der
konsekutive Ca®*-Einstrom in die Zelle stimuliert die Sekretion von Insulin aus den
Insulingranula. Die Aktivierung des GLP-1-Rezeptors fiihrt tber die Aktivierung
von Adenylatzyklase, die die Umwandlung von ATP zu cAMP katalysiert, zu einer
Steigerung des intrazelluldren cAMP-Spiegels. Das steigende cAMP aktiviert die
PKA, welche die Konduktivitdt des spannungsabhéngigen L-Typ Ca**-Kanals

herabsetzt und eine Insulinausschtittung férdert.
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1.2 Diabetes Mellitus

Bei einer Stdérung dieser komplexen Verhaltnisse rund um den
Glucosestoffwechsel kann die Erkrankung Diabetes mellitus auftreten. Diese
bezeichnet eine Gruppe von atiologisch abgrenzbaren Erkrankungen, die zu
chronischer Hyperglykamie und damit verbunden 2zu Schadigungen in
verschiedenen Organen beziehungsweise Organsystemen fuhren. Ursachlich far
eine langfristige Erhéhung des Blutglucosespiegels sind Defekte in der Wirkung
und/oder Sekretion des Hormons Insulin, was zu einer Stérung des Kohlenhydrat-,
Fett- und Proteinstoffwechsels fuhrt.

Pathophysiologisch ~ beruhen  diabetesbedingte = Folgeerkrankungen  auf
spezifischen Veranderungen kleiner und groRRer Blutgefalle die zu Nieren-,
Netzhaut- und Nervenschadigungen (Mikroangiopathie) sowie zu einem erhohten
kardiovaskularen und cerebrovaskularen Erkrankungsrisiko (Makroangiopathie)

filhren. Hohe Dosen von Glucose schidigen auch Kardiomyozyten direkt.™

Die diabetische Nephropathie stellt die Hauptursache fiur terminale
Niereninsuffizienz in der westlichen Welt dar und bildet aul3erdem einen grol3en
Risikofaktor fur die Entwicklung makroangiopathischer Erkrankungen wie
Myokardinfarkt und Insult. Die diabetische Retinopathie ist eine potentielle und
haufige Ursache fir Blindheit und Sehbeeintrachtigung. Die diabetische
Neuropathie prasentiert sich in Form von Stérungen des autonomen
Nervensystems, neuropathischen Schmerzen und Empfindungsstérungen, die mit
der Entstehung des diabetischen FuRes assoziiert sind."> '® Im Jahr 2012 war
Diabetes Ursache fur etwa 1,5 Millionen Todesféalle weltweit."”) Bis 2030 wird eine

Verdoppelung der Pravalenz von Diabetes prognostiziert.“s)

1.2.1 Einteilung von Diabetes Mellitus

Anhand atiologischer Gesichtspunkte wird Diabetes mellitus folgendermalfien

klassifiziert.

19



1.2.1.1 Diabetes Mellitus Typ |

Der Typ-1-Diabetes (DM 1) (frGher: juveniler Diabetes) ist in der Regel durch einen
absoluten Mangel an Insulin gekennzeichnet. Dieser kommt durch eine irreversible
Destruktion insulinproduzierender Betazellen in den Langerhans-Inseln des
Pankreas zustande, die im Rahmen einer sogenannten Insulitis durch
betazellspezifische autoaggressive T-Lymphozyten ausgelost wird. Die genaue
Ursache ist nicht bekannt. Fur bestimmte HLA-Typen besteht ein erhohtes Risiko
an DM | zu erkranken. AulRerdem geben bestimmte Umgebungsfaktoren
(Enteroviren, intrauterine  Rotelnvirusinfektion, Gabe von Kuhmilch im
Sauglingsalter)'® Hinweise darauf, eine Rolle in der Krankheitsentstehung zu
spielen. Die Haufigkeit von DM | und das Risiko am DM | zu erkranken steigt in
westlichen Staaten."® Therapeutisch sind Typ-1-Diabetiker auf die Substitution

von Insulin angewiesen.

1.2.1.2 Diabetes Mellitus Typ Il

Bei Typ-2-Diabetes (DM Il) (frher: adulter Diabetes) kommt es neben peripherer
Insulinresistenz zu einer kompensatorisch vermehrten Insulinsekretion in den
Langerhans-Inseln und gleichzeitig zu einer Insulinresistenz samtlicher Zellen.
Dadurch stellt sich zunachst ein relativer Insulinmangel ein, im Laufe der
Erkrankung nimmt die insulinsekretorische Funktion der Betazellen ab und es
kommt zu einem absoluten Insulinmangel. Somit wird im Zuge der Erkrankung die
zellulare Aufnahme von Glucose aus dem Blut vermindert, als Folge manifestiert
sich eine chronische Hyperglykamie.”

Die Insulinresistenz ist vor allem in Skelettmuskulatur, der Leber und in
Fettgewebe zu beobachten. Genetische Faktoren und Adipositas stehen in engem
Zusammenhang mit der Entwicklung von DM II, wobei das vermehrte Vorkommen
von freien Fettsauren und Hyperinsulinismus Uber spezifische Wege zu einer

peripheren Insulinresistenz fiihren.?"

Die Verringerung der Insulinsekretion kommt unter anderem auch durch eine

chronische Hyperinsulindmie zustande. AulRerdem stort auch die Hyperglykamie
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die Insulinantwort auf Glucosereize in den Betazellen.??

AuRerdem steht DM Il im Zusammenhang mit Veranderungen der Inkretinwirkung
bzw. —sekretion. ?®

Etwa 85% der Diabetiker leiden an diesem DM Il. Die steigende Inzidenz dieser
Krankheit wird dem Lebensstil in westlichen Landern (verminderte korperliche
Bewegung, kalorieneiche Ernahrung) zugeschrieben. Durch Modifikation dieser

Risikofaktoren ist DM Il potenziell reversibel und heilbar.*

1.2.1.3 Andere spezifische Typen von DM

Ein pathologisch erhohter Plasmaglucosespiegel kann durch verschiedenste
Mechanismen verursacht werden. Erkrankungen des exokrinen Pankreas, wie
chronische Pankreatitis, fuhren zu einer Schadigung pankreatischen Gewebes
und so zu einer Verminderung von Beta-Zell-Masse.® Auch bei
Hamochromatose und zystischer Fibrose kann der konsekutive Untergang von
Beta-Zellen einen Diabetes mellitus verursachen.®® 2"

Im Rahmen von Erkrankungen endokriner Organe wie Morbus Cushing und
Akromegalie kommt es durch hormonelle Wirkungen (Cortisol, Somatotropin) zu
einer Herabsetzung der Insulinwirkung aber auch zu Stérungen der Beta-Zell-
Funktion.(® 2

Gleichsam stehen diverse medikamentds-chemische Ursachen (Alpha-Interferon,
HIV/AIDS-Therapie) im Zusammenhang mit der Entstehung von Diabetes.®?®"
Maturity-onset diabetes of the young (MODY) ist eine Gruppe monogenetischer
Erkrankungen, die zu einer Stérung des Glucosestoffwechsels fluhrt. Die
haufigsten Formen weisen Mutationen in den Genloci fir Glucokinase (GCK),

sowie fiir Transkriptionsfaktoren der Insulintranskription (HNF-1a 1A u. 4A) auf.®?

Dem erstmaligen Auftreten von Diabetes mellitus wahrend der Schwangerschaft
(Gestationsdiabetes) liegt eine bereits vor der Konzeption bestehende, subklinisch
verlaufende metabolische Dysfunktion (unter anderem Insulinresistenz und
beeintrachtigte Insulinantwort) zu Grunde. Da wahrend einer normalen
Schwangerschaft die Insulinsensitivitdt um bis zu 60 % sinkt, kommt es zur

Manifestation des Gestationsdiabetes.®®
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Die Wahrscheinlichkeit im Laufe des Lebens einen Typ 2 Diabetes zu entwickeln
ist bei Frauen, die einen Gestationsdiabetes bereits in der frihen

Schwangerschaft entwickeln, erhoht.®*

1.2.2 Therapiemoglichkeiten von Diabetes Mellitus

Die chronische Erhdhung des Plasmaglucosespiegels geht mit einer Vielzahl von
Komplikationen einher, die im Zusammenhang mit erhohter Mortalitat und

verminderter Lebensqualitat stehen.®®

Verschiedene therapeutische Ansatze lassen sich in orale und subcutane
Antidiabetika einteilen, wobei die Modifikation von Lebensstilfaktoren (Diat,

korperliche Aktivitat, Schlafgewohnheiten) bei DM 1l im Vordergrund steht. 4 %®

1.2.2.1 Insulin und die oralen Antidiabetika

Bei fehlenden Kontraindikationen stellt Metformin die Therapie der ersten Wahl
dar. Es gehort zur Wirkstoffgruppe der Biguanide und vermindert durch Hemmung
der Gluconeogenese in der Leber den Blutglucosespiegel. Neben dem Anti-
diabetischen Effekt zeigt sich ebenfalls ein positiver Einfluss auf das
kardiovaskulare System sowie auf die Blutfettwerte (freie Fettsauren, Triglyceride,
LDL, HDL).©%6:37)

Sulfonylharnstoffe und Glinide senken den Glucosespiegel durch Férderung der
Insulinsekretion  aus  pankreatischen  Beta-Zellen.  Wirkstoffe  beider
Substanzklassen binden an unterschiedlichen Stellen an den membranstandigen
Katp-Kanal, hemmen diesen und fuhren dadurch zu einer Depolarisation der
Zellmembran  mit  konsekutivem  Ca®-Einstrom und  darauffolgender

39)

Insulinsekretion.®® Sulonylharnstoffe  stellen eine alternative  bei

Kontraindikation fiir Metformin dar.®

Acarbose und Miglitol sind nattrlichen Oligosacchariden strukturell sehr ahnlich,
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weisen jedoch eine hohere Affinitat zu a-Glucosidase, einem im Dunndarm
befindlichen Enzym zur Spaltung von Mehrfachzuckern in Einfachzucker, auf. Als
a-Glucosidase-Hemmer vermindern bzw. hemmen sie dadurch die
Glucoseaufnahme im Dinndarm und kdnnen somit postprandialen

49 Unverdaute Kohlenhydrate gelangen folglich in

Hyperglykamien vorbeugen.
weiter distal gelegene Abschnitte des Dunndarms und stimulieren direkt die
Ausschittung von GLP-1. Durch den verminderten Blutglucosespiegel, der durch
a-Glucosidase-Hemmer verursacht wird, kommt es jedoch zu Kkeiner

Insulinsekretion.®

Thiazolidindione oder Glitazone wirken als PPARy-Agonisten (Peroxysom-
proliferator-aktivierte-Rezeptoren vom Typ y) an hauptsachlich im Zellkern von
Adipozyten befindlichen Rezeptoren. PPARy ist der Hauptregulator der
Entwicklung und Funktion von Fettgewebe. Der Agonismus fuhrt zu einer
Verbesserung der Speichertatigkeit von Adipozyten und verringert somit das

Vorkommen erhdhter Blutfettwerte und folglich die periphere Insulinresistenz.“"

SGLT-2-Inhibitoren sind eine neue Gruppe Antidiabetika. Sie senken den
Blutglucosespiegel durch Blockierung des Natrium/Glucose-Cotransporters
(SGLT, sodium/glucose-cotransporter) 2, der Glucose aus dem proximalen Tubuli
der Niere ruckresorbiert. Folge der Inhibition ist eine Vermehrte Ausscheidung von
Glucose mit dem Harn.“? Erst kiirzlich konnte gezeigt werden, dass der Wirkstoff
Empagliflozin dieser Gruppe bei Typ 2 Diabetikern mit hohem kardiovaskularen
Risiko die Hospitalisierung durch Herzversagen und von kardiovaskularen

Todesfallen signifikant senken konnte.*?)

Insulin kommt bei Patienten mit Typ 2-Diabetes zum Einsatz, wenn die
Anwendung von nicht-Insulin Praparaten nicht ausreichend ist oder die
Verabreichung von Insulin aufgrund einer symptomatischen Hyperglykamie

notwendig wird.“%

Es muss subcutan verabreicht werden, da bei einer oralen Applikation die

Insulinwirkung pharmakokinetisch nicht moglich ware. Der First-Pass-Effekt spielt

dabei unter anderem eine Rolle.*®
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1.2.2.2 Inkretin-basierende Therapien

GLP-1-Rezeptor-Agonisten stellen eine neuere Therapieform von Diabetes
mellitus Typ 2 dar. Substanzen wie Exenatide, Liraglutide, Lixisenatid, Albiglutid
und Dulaglutid kdnnen subkutan verabreicht werden und wirken durch Bindung am
GLP-1-Rezeptor. Sie I6sen so an der pankreatischen Betazelle eine intrisische
Signalkaskade aus, die zu einer glucoseabhangigen Insulinfreisetzung fuhrt.

In klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass GLP—1-Rezeptor-Agonisten zu
einer effizienten Kontrolle des Blutzuckerspiegels, zu Gewichtsreduktion sowie zu
Verringerung des Blutdrucks beitragen kénnen.“*® AuRerdem konnte gezeigt
werden, dass die Einnahme von Liraglutide zu einer Senkung der Mortalitatsrate
fiihrt. "

Dipeptidypeptidase—-4 (DPP-4) -Inhibitoren wie Sitagliptin, Saxagliptin,
Alogliptin, Vildagliptin oder Linagliptin sind ebenfalls eine neue Madglichkeit der
Therapie von Diabetes Typ 2. Sie werden auch als Gliptine bezeichnet und
senken den Blutzuckerspiegel durch Verlangerung der Halbwertszeit von GLP-
1(7—-36)NH; und GIP durch Hemmung der Enzymaktivitat von DPP—4. Neben dem
Abbau von Inkretinen wird auch vermutet, dass DPP—4 weitere wichtige

Funktionen im Metabolismus ausibt.“®

In verschiedenen experimentellen
Untersuchungen konnte auf den gunstigen Effekt von Inkretin-basierenden
Therapien im Bezug auf Komplikationen durch Diabetes mellitus Typ 2

hingewiesen werden."

1.2.2.3 Therapieschema von Diabetes Mellitus

Die American Association of Clinical Endocrinologists (AACE) und das American
College of Endocrinology (ACE) veroffentlichten 2017 ein aktuelles und
umfassendes Therapieschema des Diabetes Mellitus Typ 2. Abb.3
veranschaulicht die therapeutische Vorgehensweise abhangig von HbAi.-Wert,
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Symptomatik und entsprechendem Therapieerfolg bereits verwendetet

Antidiabetika. Vorangehend stellt die Lebensstilmodifikation mit Gewichtsreduktion

zu jedem Zeitpunkt der Krankheit einen wichtigen therapeutischen Faktor dar.“®
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2 Das Myokard, Inkretine und die Inotropie

2.1 Physiologische Grundlagen der Herzmuskelkontraktion

Die adaquate Herzaktion ist von einer koordinierten elektrischen Reizleitung durch
das Myokard abhangig. Das sogenannte Erregungsbildungs- und -leitungssystem
besteht aus spezialisierten Herzmuskelfasern, die elektrische Impulse an das
Arbeitsmyokard weiterleiten und so zur Kontraktion des Herzens flhren. Die
elektrische Aktivitat im Herzen wird sequenziell in speziellen Herzmuskelzellen im
rechten Atrium, dem Sinusknoten, generiert und Uber das Reizleitungssystem (AV-
Knoten, His-Bundel, Tawara-Schenkel, Purkinje-Fasern) zum Ventrikel
weitergeleitet.

Ziel der daraus resultierenden Herzmuskelkontraktion ist die Aufrechterhaltung

des Blutkreislaufes.®?

2.1.1 Das Aktionspotential

Durch die ungleiche Verteilung elektrisch geladener lonen entlang der
Zellmembran entsteht ein elektrochemischer Gradient. Die elektrische Aktivitat im
Herzen kommt durch Aktivierung von lonenkanalen und damit verbundenen

lonenstrémen von Kationen zustande.®"

In den Herzmuskelzellen des Sinusknoten sind im Sarcolemma spezielle
lonenkandle (HCN-Kanale, hyperpolarisation-activated cyclic nucleotide-gated)
exprimiert. Uber diese Kanéle kommt es durch den langsamen Einstrom von Na'-
und K*-lonen in die Zelle zu einer Anderung des elektrischen Potentials tiber der

Membran.®?

Wird ein bestimmtes Schwellenpotential erreicht, 06ffnen sich auch
spannungsabhangige Ca®'-Kanile was einen Einstrom von Ca**-lonen und die
Depolarisation der Zelle zu Folge hat. Das nun positive Membranpotential fihrt zu

einer Aktivierung von spannungsabhangigen K*-Kanalen, die fiir einen Ausstrom
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von K*-lonen aus der Zelle sorgen, bis das Membranpotential wieder in den
negativen Spannungsbereich repolarisiert ist.

Die Zellen des Sinusknoten besitzen eine Schrittmacherfunktion da sie kein
Ruhepotential besitzen. Unmittelbar nach der Repolarisation kommt es durch
lonenstrome Uber HCN-Kanéle zu einer Wiederholung des Aktionspotentials.

Die Na'/K*-ATPase ist ein Antiporter, der Natrium aus der Zelle und Kalium wieder
zurlck in die Zelle beférdert. Der NCX (Natrium-Calcium-Exchanger) befordert

Calcium wieder aus der Zelle heraus.®®

Der entstandene elektrische Impuls fuhrt Uber das Reizleitungssystem im
gesamten Herzen zu einer koordinierten Depolarisation von Kardiomyozyten, die

{iber gap-junctions miteinander verbunden sind.®*

Anders als im Sinusknoten werden Kardiomyozyten im Arbeitsmyokard initial
durch die Aktivierung von spannungsabhangigen Na*-Kanalen, mit konsekutiven
Einstrom von Na*-lonen in die Zelle, depolarisiert. Spannungsabhangige Ca*'-
Kanale werden dadurch geéffnet und Ca?*-lonen gelangen in die Herzmuskelzelle

um fur die Kontraktion zu Verfugung zu stehen.

2.1.2 Die elektromechanische Koppelung

Die Verbindung zwischen der Depolarisation von Muskelzellen und der
mechanischen Kontraktion derselben wird als elektromechanische Koppelung
bezeichnet. Calcium dient dabei als zentraler Vermittler dieses Prozesses. In
Myozyten dient das Sarcoplasmatische Retikulum (SR) als Calciumspeicher.

Durch das Aktionspotential strdémen Ca®**-lonen vom Extrazelluldrraum in das
Zellinnere und akkumulieren in der sogenannten ,junctionalen Zone“ zwischen

Sarkolemma und SR.

Ansteigende zytosolische Ca®*-Konzentrationen fiihren zur Offnung von Ryanodin-
Rezeptoren (RyR) die sich in der Membran des SR befinden und bewirkt dadurch
eine starke Erhdhung des Ca®*-Spiegels im Zytosol (,calciuminduzierte

Calciumfreisetzung®). Dieser Mechanismus wird durch Ca?*-Calmodulin (CaCaM),
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das hemmend auf den RyR wirkt, limitiert. CaCaM aktiviert jedoch auch
Calmodulinkinase Il (CaMKIl), die wiederum die Leitfahigkeit von RyR fur
darauffolgende Aktionspotentiale erhoht. Dieser Mechanismus spielt vor allem bei
erhohten Kontraktionsfrequenzen eine wichtige regulative Rolle in Myozyten.®

Auch Proteinkinase A (PKA), das durch R-adrenerge Stimulation aktiviert wird,
fuhrt durch Phosphorylierung des RyR zu einer Erhdhung seiner

(55

Calciumfreisetzung.®® Das im Zytosol angereicherte Calcium steht nun fiir die

Kontraktion der Kardiomyozyte zur Verfugung.

Die Myofibrillen Aktin und Myosin bilden eine kontraktile Einheit. Aktin wird im
Ruhezustand von Proteinkomplexen (Troponine) umhuillt. Troponin C verdeckt die
Bindungsstelle von Myosin an Aktin. Unter der Anwesenheit von Calcium wird
diese Bindungsstelle freigegeben und Myosin kann an Aktin binden. Unter
Verbrauch von ATP andert Myosin anschlielend seine Konformation und die
beiden Myofibrillen werden zueinander verschoben, was eine Verkilrzung der

kontraktilen Einheit und die Kontraktion der gesamten Zelle nach sich zieht.®®

Um die Relaxation der Herzmuskelzelle einzuleiten, muss Ca®" von Troponin
wieder dissoziieren und daher vom Zytosol wieder entfernt werden. Dies geschieht
durch RuUckfuhrung von Calcium zurtuck in das Sarkoplasmatische Retikulum
mittels SERCA (sarko/endoplasmatic reticulum Ca*-ATPase), durch Austausch
mit Na*-lonen aus dem Extrazelluldrraum durch NCX, durch sarkolemmale Ca®-

ATPase sowie durch mitochondrialem Ca**-Uniport.©®®

2.1.3 Der Frank-Starling-Mechanismus

Um den Anforderungen einer optimalen Auswurfleistung fur den Organismus
gerecht zu werden, verfigen kardiale Myozyten Uber einen molekularen
Mechanismus, der die Kontraktionskraft an gegebene Verhaltnisse anpassen
kann. Durch den sogenannten Frank-Starling-Mechanismus kommt es in
Herzmuskelzellen, aufgrund des direkten Zusammenhangs zwischen der Lange
von Myofilamenten und deren Ca®*-Sensitivitat, zu einer der erhdhten Vordehnung
entsprechend starkeren Kontraktion. Sequeira et al., 2017 konnten zeigen, dass
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das Protein Titin ein wichtiger Vermittler einer vermehrten Bindung von Ca?*-lonen

an Troponin C darstellt.®”)

2.1.4 Der Energiestoffwechsel von Kardiomyozyten

Die Zellen des Herzens sind auf eine ununterbrochene Energiebereitstellung
angewiesen. Daher sind Kardiomyozyten im Stande alle Arten von energiereichen
Substraten (Lipide, Kohlenhydrate, Aminosauren und Ketonkdérper) zur Produktion
von ATP zu verwerten und besitzen von allen Zelltypen des menschlichen Korpers
die hochste Anzahl an Mitochondrien. Unter normalen Bedingungen stellen freie
Fettsauren und Pyruvat die hauptsachliche Energiequelle dar.®®

AMPK (Adenosine-monophosphate aktivated Protein Kinase) spielt eine zentrale
Rolle im Energiestoffwechsel von Kardiomyozyten indem es unter anderem den
Stoffwechsel von freien Fettsduren reguliert. AuRerdem fordert AMPK die
Aufnahme von Glucose in die Herzmuskelzelle Uber GLUT (GLUT1 und GLUT4)
und aktiviert die Glykolyse.®®

In menschlichen Herzmuskelzellen ist neben dem insulinabhangigen GLUT-4 und
dem insulinunabhangigen GLUT1 auch SGLT-1 exprimiert. Es konnte gezeigt
werden, dass Insulin in-vitro positiv-inotrop auf das humane atriale Myokard wirkt
und, dass dieser Effekt nur teilweise substratabhangig (glucoseabhangig) ist und
(iber GLUT4 und SGLT—1 vermittelt wird.®"

2.2 Wirkungen von Inkretinen auf das Myokard

Neben den pankreatischen Betazellen wird der GLP-1 Rezeptor auch unter
anderem von Herzmuskelzellen exprimiert. Es konnte gezeigt werden, dass es
durch die Aktivierung dieses GLP—1-Rezeptors zu einem positv inotropen Effekt

im humanen atrialen Myokard kommt.©"

Durch den GLP-1-Rezeptor wird Adenylatzyklase aktiviert, was die Konversion
von ATP zu cAMP katalysiert. Der steigende intrazellulare cAMP-Spiegel

wiederum aktiviert unter anderem PKA und cAMP-activated guanine nucleotide
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exchange factor (Epac). Diese beiden second messenger fuhren nun Uber
verschiedene Wege zu einer Erhéhung des intrazelluldren Ca®*-Spiegels und zu
einer verbesserten elektromechanischen Koppelung was zu einer Steigerung der
Kontraktionskraft der kardialen Myozyten beitragt. PKA erhoht einerseits die
Konduktivitat von spannungsabhangigen Ca?*-Kanalen, was zu einem vermehrten
Einstrom von Ca? aus dem Extrazelluldrraum und folglich auch zu einer
calciuminduzierten Calciumfreisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum
Uber den Ryanodin-Rezeptor fuhrt. Andererseits erhoht es gemeinsam mit Epac
die Ca?*-Sensitivitdt von Myofilamenten. Epac aktiviert zusatzlich auch (ber

Calmodulinkinase Il (CaMKII) den Ryanodin-Rezeptor direkt.®?

Neben dem positv inotropen Effekt, wurde im Mausmodell gezeigt, dass in atrialen
Kardiomyozyten der durch die Aktivierung des GLP-1-Rezeptors steigende
intrazellulare cAMP-Spiegel zu einer vermehrten Translokation von Epac2 und

einer Steigerung der Sekretion von atrialem natriuretischen Peptid (ANP) fiihrt.©®

ANP spielt eine wichtige Rolle in der Regulation des arteriellen Blutdruckes. Sein
hypotensiver Effekt entsteht einerseits durch die Inhibierung des sympathischen-
und renin-angiotensin-aldosteron (RAA) Systems und andererseits durch die
erhdhte renale Natriurese, Vasodilatation sowie gesteigerte vaskulare

Permeabilitat. 4

Tingcun Zhao et al., 2006 haben ebenfalls gezeigt, dass GLP-1 im Myokard von
Mausen die Aufnahme von Glucose fordert und dies mit einer vermehrten

Translokation des Glucosetransporters-1 (GLUT1) assoziiert ist.®

Dieser Effekt der vermehrten GLUT1-Translokation konnte von Wallner et al.,
2015 aullerdem in menschlichen Kardiomyozyten durch die Applikation von

Exenatide nachgewiesen werden.®"
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Abbildung 4 Schematische Darstellung der Wirkung von Inkretinen an der
Herzmuskelzelle und Kanéle des Aktionspotentials. Nach Aktivierung des GLP-1-
Rezeptors kommt es lber Adenylatzyklase zu einer vermehrten Umwandlung von
ATP zu cAMP. Das intrazellulédr steigende cAMP aktiviert PKA und Epac. PKA
erhéht einerseits die Konduktivitat von spannungsabhéngigen L-Typ Ca**-Kanélen
und erhéht somit den intrazelluldren Ca®*-Spiegel und andererseits gemeinsam
mit Epac die Calciumsensitivitit der Myofibrillen. Epac aktiviert (ber die
Calmodulinkinase Il auch den Ryanodin-Rezeptor (RyR) und férdert so den Ca**-
Ausstrom aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum (SR). SERCA transportiert
Ca**-lonen vom Zytosol ins SR. Ca**-Calmodulin (CaM+Ca®*) wirkt hemmend aut
den RyR. Der NCX befordert Ca®*-lonen im Austausch mit Na*-lonen in den
Extrazelluldrraum. Spannungsabhédngige Na*-, K*- und Ca?**-Kandle werden im
Rahmen des Aktionspotentials gedffnet und fiihren zu lonen-Ein- bzw. Ausstrom.
Na'/K*-ATPase fiihrt durch den Austausch von intrazelluldren Na®-lonen mit

extrazelluldren K*-lonen die urspriinglichen lonenverhéltnisse wieder herbei.
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2.3 Fragestellung und Ziele

1.) Ist der positiv inotrope Effekt von Exenatide Substrat-spezifisch?

2.) Ist der positiv inotrope Effekt von GLP—-1(7-36)NH, Substrat-spezifisch?

3.) Ist der positiv inotrope Effekt von GLP—-1(9—36)NH, Substrat-spezifisch?

4.) Liegen quantitative Unterschiede in der GLP-1-Rezeptor vermittelten

Inotropie in Abhangigkeit des verwendeten Energiesubstrates vor?
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3 Material und Methoden

3.1 Einverstiandniserkldrung

Samtliche Gewebsproben wurden von Patientinnen gewonnen, die diesbezuglich
zuvor eine Einwilligung unterzeichneten. Die Studie wurde von der

Ethikkommission bewilligt.

3.2 Vorhofgewebe

In dieser Arbeit wurde fiur die funktionellen Messungen ausschliellich
rechtsatriales Gewebe eingesetzt, welches von insgesamt 20 Patienten und 6
Patientinnen gewonnen wurde. Im Rahmen von Bypass- (coronary-artery-bypass-
graft;, CABG) und/oder Aortenklappenersatz-Operationen (AKE) wird der rechte
Vorhof am Herzohr (auricula atrii) kanuliert. Diese Kanulierung dient dem vendsen
Anschluss an eine Herz-Lungen-Maschine, die wahrend des operativen Eingriffes
eine extrakorporale Zirkulation gewahrleistet. Das dabei abgesetzte rechte

Herzohr hat eine durchschnittliche Gro3e von 2x1x1 cm (Lange x Breite x Tiefe).

3.2.1 Puffer- und Nahrlésungen

Nach Absetzen des Herzohres und im Laufe des Experimentes wurden Puffer-
bzw. Nahrldsungen verwendet, um einen raschen Gewebsuntergang zu
vermeiden. Um einen kardioplegischen Zustand des Gewebes zu erreichen wurde
Tyrode-LOsung (Krebs-Henseleit-Puffer; siehe Tabelle 1) mit BDM (3g/L) versetzt.
BDM (2,3 Butanedione-monoxime) ist ein reversibler Myosin ATPase-Inhibitor, der
unter anderem durch die Herabsetzung der Ca?*-Sensitivitdt von Myofilamenten

kardioprotektive Eigenschaften besitz.
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Diese Losung eignete sich fur den Transport und Praparation des Herzgewebes.
Tabelle 1 zeigt eine genaue Auflistung der Zusammensetzung und

Konzentrationen der verwendeten Losungen.

Krebs-Henseleit-Puffer BDM-Tyrode-Losung

Anionen/ . Einwaage
Kationen Konzentration Feststoff (1 Liter)

152,0 mmol/L NacCl 7,422 g

129,5 mmol/L 2,3-BDM 3,000

25,0 mmol/L NaHCO; 2,100

3,6 mmol/L Glucose 2,018

1,3 mmol/L KH>PO, 0,177

0,6 mmol/L KCI 0,172

0,6 mmol/L MgSO4-7H,0 0,148

0,2 mmol/L CaCl,-2H,0 0,029 g

Tabelle 1: Zusammensetzung der Krebs-Henseleit-Puffer (Tyrode-Lésung)
und der BDM-Tyrode-Lésung

Wahrend des Experimentes hingegen wurde, um den Vergleich der
Substratabhangigkeit der Wirksubstanzen anstellen zu kénnen, Tyrode-Ldsung mit
11,2 mM Glucose oder 22,4 mM Pyruvat als Energiesubstrat verwendet. Diese
Substratldsungen werden in weiterer Folge als Tyrode-Glucose-Ldsung bzw.
Tyrode-Pyruvat-Losung bezeichnet. Ihre genauen Zusammensetzungen werden in

Tabelle 2 aufgelistet.
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Tyrode-Glucose-Ldsung Tyrode-Pyruvat-Lésung

Einwaage Einwaage

Feststoff (1 Liter) Feststoff (1 Liter)

NaCl 7,422 NaCl 7,422 ¢

NaHCO; 2,100 NaHCO; 2,100

Glucose 2,018 Pyruvat 2,48

KH:PO, 0,177 KH;PO, 0,177

KCI 0,172 KCI 0,172

MgSO,-7H,0 0,148 MgSO4-7H,0 0,148

CaCl;-2H,0 0,029 CaCl;-2H,0 0,029

Altinsulin .E. Altinsulin

Tabelle 2: Zusammensetzung der Tyrode-Glucose-Lésung und der
Tyrode-Pyruvat-Lésung

3.3 Erhalt und Transport von Vorhofgewebe

Das im Operationssaal abgesetzte Herzohr wurde direkt vom Operateur mittels
Pinzette in einen vorbereiteten Kunststoffbehalter mit circa 100mL BDM-Tyrode-
Lésung (NaCl 7,422 g/l, NaHCO3 2,1 g/l, Glucose 2,018 g/l, KH,PO4 0,177 g/l, KCI
0,172 g/l, MgSO4-7H,0 0,148 g/I, CaCl,-2H,0 0,029 g/l, BDM 3g/l) eingebracht.
Die BDM-Tyrode-L6sung wurde zuvor ausreichend mit Carbogen (95 % Oz, 5 %
CO,) begast, um einen stabilen pH-Wert von 7,4 sicherzustellen. Unmittelbar nach
Erhalt des Gewebes wurde es in das Labor transportiert und die Praparation der
Muskelstreifen begonnen. Ab Erhalt des Herzohres bis zum Beginn der

Praparation vergingen maximal 10 Minuten.
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3.4 Praparation von Vorhoftrabekel

Vor der Praparation wurde das Herzohr in eine mit gekuhlter und mit Carbogen
begaster BDM-Tyrode-Lésung beflllten Praparierschale uberfihrt. Unter
Verwendung einer Kunststoffpipette wurden zunachst vorsichtig grobe
Verunreinigungen  (Blut) ausgewaschen. Mittels  Stereomikroskop und
mikrochirurgischen Instrumenten (Pinzette, Mikroschere) wurden danach
Muskelstreifen (Trabeculae carni) aus dem Herzohr herausprapariert, wobei auf
eine atraumatische Vorgehensweise geachtet wurde, um irreversible
Gewebsdefekte an den Muskelstreifen zu vermeiden. Vorzugsweise wurden
Trabekel verwendet, die unverzweigt und eine kleinere Querschnittsflache als 0,6
cm? aufwiesen. Bei einem groReren Querschnitt bestiinde die Gefahr einer
Hypoxie zentraler Anteile des Muskelstreifens. AnschlieRend wurden die
praparierten Muskelstreifen in einem Kunststoffoehalter mit carbogen-gesattigter
BDM-Tyrode-Losung gesammelt um in weiterer Folge fur das Experiment in die

Streifenanlage eingehangt werden zu kénnen.

3.5 Streifenanlage und Experimentvorbereitungen

Abb. 5 bis 8 zeigen die Messanlage, mit welcher samtliche Untersuchungen im

Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrt wurden, bestehend aus folgenden Anteilen:

-Messeinheit (Abb. 5) mit Force Transducer (Scientific Instruments, Deutschland)
-Stimulator STM1 (Scientific Instruments, Deutschland)

-Rollpumpe MC MS (Ismatec, Schweiz)

-Stereomikroskop VMT (Olympus, Japan)

-4-Kanal-Thermoschreiber Graphtec Linearcorder WR 3320 (Graphtec, Japan)

-Computer mit Softwareprogramm Labview
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Abbildung 5 Messanlage. 1: Messeinheit mit Organbad und Force Transducer,
2: Rollpumpe, 3: Stimulator, 4: Perfusorspritze (50 ml) zum Ablassen von
Flissigkeiten, 5: Nahrlbsungs-Becken mit Schlauchsystem.

Abbildung 6 (unten links): Force Transducer mit Nadel fir Kraftiibertragung,
Organbad in Thermoblock eingefasst, Stellschraube links

Abbildung 5 (oben): Blick durch
Mikroskop Herzmuskelstreifen (aus
Herzohr isoliert) und auf Minuriennadel
fixiert

Abbildung 6 (oben): Blick durch
Mikroskop; Herzohr
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Die Anlage besteht aus vier Kanalen, die eine simultane Messung (von bis zu vier
Experimenten) ermdglicht. Jeder Kanal verfugt Uber ein Organbad, welches das
zentrale Element der Anlage darstellt. Dieses besteht aus Teflon (21x8x3 mm) und
ist in einem Thermoblock eingefasst. Uber Nahrldsungsreservoirs und mittels
Schlauchsysteme bildet jeder Kanal einen eigenen geschlossenen Kreislauf, der
durch eine Rollpumpe die Zirkulation der Nahrldsung bzw. der Substanzen
gewahrleisten soll. Nahrlésungsreservoir, Organbad und weite Teile des
Schlauchsystems werden nach dem Gegenstromprinzip Uber eine Warmepumpe
auf einer Temperatur von 37°C gehalten. Dabei ist der vom Reservoir zum
Organbad fuhrende Schlauch in ein eigenes Schlauchsystem der Warmepumpe
integriert, um vor Eintritt der Nahrlésung in das Organbad eine konstante
Temperatur zu gewahrleisten. Uber eine Nadelkanile wird die N&hrldsung vom
Organbad in das Reservoir geleitet und so der Kreislauf wieder geschlossen. Um
den pH-Wert auf 7,4 konstant zu halten wird die Nahrldsung permanent uber eine
Fritte, die in das Reservoir gehangt wird, mit Carbogen begast. Im Organbad
befinden sich zwei gegenlberstehende eigens angefertigte Minutiennadeln auf
denen die praparierten Trabekel aufgehangt werden. Diese werden schlaff
(»slack®) auf die Nadeln aufgesetzt. Die Nadel auf der einen Seite ist Uber eine
Nadelkanule mit dem Force Transducer verbunden und registriert so die
Kontraktionskraft des Trabekels. Die gegenlberliegende Nadel ist mit einer
Mikrometerschraube verbunden, was eine spatere optimale Vordehnung des
Muskelstreifens ermdglicht. Nach Aufhéngen des Trabekels wird die diastolische

Spannung genullt (,zero adjustment®).

Das Nahrstoffreservoir wird mit 90ml Glucose-Tyrode-Lésung (NaCl 7,422 gll,
NaHCO; 2,1 g/l, Glucose 2,018 g/l, KH,PO4 0,177 g/l, KCI 0,172 g/l, MgSO4-7H20
0,148 g/I, CaCl,-2H,0 0,029 g/l, Altinsulin 5 I.E.) bzw. mit Pyruvat-Tyrode-L6sung
(NaCl 7,422 g/l, NaHCO3 2,1 g/l, Pyruvat 2,48 g/l, KH,PO, 0,177 g/l, KCI 0,172 g/l,
MgS0O4-7H,O 0,148 g/l, CaCl,-2H,0 0,029 g/l, Altinsulin 5 ILLE.) befillt und die
Rollpumpe solange eingeschaltet, bis sich im Organbad ein ausreichend hoher
Nahrldésungsspiegel gebildet hat. AnschlieRend wird die Rollpumpe angehalten
und der praparierte Trabekel kann von der BDM-Tyrode-Losung mittels Pipette in
das Organbad Uberfuhrt werden. Nach vorsichtigem Einhangen der Trabekel auf
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die beiden Nadeln werden die darauffolgenden 40ml des Durchflussvolumens der
Nahrlosung verworfen und anschlieRend der Kreislauf wieder geschlossen.
Dadurch kann erreicht werden, dass BDM-Reste durch das Uberfiihren des
Trabekels aus dem System ausgewaschen werden.

Fir das eigentliche Experiment wird die Nahrldsung auf eine physiologische Ca**-
Konzentration aufgesattigt. Die in der Nahrlésung vorhandene Ca?*-Konzentration
wird von zunachst 0,2 mmol/L auf 1,2 mmol/L durch Zugabe einer 1 M CaCl2-
Lésung in das Nahrstoffreservoir erhéht und nach Beginn der elektrischen
Stimulation mit 1 Hz auf eine Endkonzentration von 2,5 mmol/L gesteigert. Die
entwickelte Kraft wird Uber den Force Transducer einerseits als digitale Daten an
einen Computer und andererseits als analoge Daten an einen Thermoschreiber
weitergegeben. Mit der Mikrometerschraube kann der Trabekel nun auf seine
optimale Lange (Lmax) gedehnt werden. Durch die Dehnung steigt die
isometrische Kontraktion durch den Frank-Starling-Mechanismus an. Es wird
dadurch eine steigende Vorlast (preload) simuliert.

Nach Erreichen von Lmax, kann die Intervention bzw. die Zugabe der
gewlnschten Substanz beginnen. Die stimulierten Trabekel verlieren mit
fortschreitender Versuchsdauer an Kontraktionskraft. Dieser Effekt wird
physiologischer Rundown genannt. Anhaltende arrhythmische Aktivitaten bzw. das
Vorhandensein eines Eigenrhythmus vor Erreichen von Lmax, fuhrte zum

Ausschluss des jeweiligen Trabekels.

3.6 Substanzen

Die Wirksubstanzen Exenatide, GLP-1(7—-36)NH, und GLP-1(9-36)NH, wurden
von TOCRIS (Bristol, Vereinigtes Konigreich), Glucose von MERCK (Darmstadt,
Deutschland) kauflich erworben. Alle weiters verwendeten Substanzen wurden
von SIGMA-ALDRICH (Taufkirchen, Deutschland) gekauft.
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3.7 Patientendaten

Insgesamt konnte Vorhofgewebe von 26 Patienten gewonnen werden. Tabelle 3

gibt einen Uberblick Uber die Demographie.

Alle Patienten, N=26

Geschlecht /w], N(%)
Alter (Jahre)

BMI

CABG, N(%)

AKE, N(%)

CABG + AKE, N(%)
Andere OP, N(%)

6 (23)

66,7 + 11,2
28,8 + 6,1
15 (58)
3(11)

7 (27)

1(4)

SR (praoperativ), N(%)
VHFA (+intermitt.), N(%)

Diabetes Mellitus Il, N(%)
Art. Hypertonie, N(%)
Diast. Dysfunktion, N(%)

EF [%] (N)

Medikation

23 (88)
3 (11)
5(19)

22 (85)

2 (8)

55,2 + 11 (25)

Statine (%)
Sulfanylharstoffe (%)
Insulin (%)

Ca“*-Rezeptor Blocker (%)
ATII-Antagonisten (%)

19 (73)
1(4)
3(11)
11 (42)
1(4)

Metformin (%)
DPP—4-Inhibitoren (%)
T-ASS (%)
ACE-Hemmer (%)
B-Blocker (%)

2 (8)

3(11)
18 (69)
17 (65)
15 (58)

Tabelle 3 Patientinnendemographie; w = weiblich, BMI = Body Mass Index, CABG
= coronary artery bypass graft, AKE = Aortenklappenersatz, SR = Sinusrhythmus,
VHFA = Vorhofflimmerarrythmie, EF = ejection fraction, ATIl = Angiotensin I,
DPP-4 = Dipeptidylpeptidase 4, T-ASS = Acetylsalicylsdure, ACE = Angiotensin
converting enzyme
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3.8 Versuchsprotokoll

3.8.1 Single dose Inkretinmimetika

In dieser Arbeit wurde die Substratabhangigkeit des positiv inotropen Effektes von
Inkretinen bzw. Inkretinanaloga naher charakterisiert. Nach Setzen des zweiten
Messpunktes wurden den Nahrlosungen mit den jeweiligen Energiesubstraten
Einzeldosen der Wirksubstanzen Exenatide (15nM), GLP-1(7-36)NH2 (180nM)
oder GLP-1(9-36)NH, (200nM) zugefugt und fur weitere 25 Minuten inkubiert. Es
konnte nun die Kraftentwicklung der Trabekel Uber diesen Zeitraum durch den
Drucker registriert und aufgezeichnet werden. Nach Ablauf dieser Zeit wurde der
dritte und letzte Messpunkt gesetzt und die entwickelte Kraft sowie die diastolische
Spannung des Trabekels gemessen. So konnte die Kraftentwicklung der Trabekel
durch die einzelnen Wirksubstanzen in den jeweiligen Nahrldsungen miteinander

verglichen werden.

3.8.2 Transiente positiv inotrope Effekte

Durch die Wirksubstanzen eingetretene transiente Effekte konnten mittels
Druckeraufzeichungen naher charakterisiert werden. Hierbei wurden die Daten der
entwickelten Kraft zum Zeitpunkt des zweiten Messpunktes, des maximalen
Effektes und des dritten Messpunktes (steady state) mittels manueller

Ausmessung von dem Druckerausdruck ermittelt.

3.9 Auswertung

Die an den Messpunkten durch den Computer registrierten kinetischen Daten
ergeben sich durch den Mittelwert von flunf unmittelbar aufeinanderfolgenden
Kontraktionen. Es wurden die Diastolische Spannung, die Systolische Kraft sowie

die Relaxationszeit fur die Auswertung ermittelt.
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3.10 Statistik

Zur statistischen Auswertung wurden aus den jeweiligen Experimenten Mittelwerte
gebildet und zu den entsprechenden Zeitpunkten Mittelwertsvergleiche
durchgefuhrt. In der Annahme, dass die Daten normalverteilt sind wurden hierbei
T-Tests eingesetzt. Signifikante Unterschiede wurden bei einem p-Wert < 0,05
angenommen. Als Software zu dieser Berechnung wurde Excel (Microsoft Office,

Redmont, Vereinigte Staaten von Amerika) eingesetzt.
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4 Ergebnisse

4.1 Inotrope Effekte und Rundown

Die in dieser Arbeit untersuchten Effekte zeigen die Anderung der
Kontraktionskraft durch die Aktivierung des GLP-1 Rezeptors am humanen
Myokard in Abhangigkeit der verwendeten Energiesubstrate. Eine Erhohung der
Kontraktilitat wird als positive Inotropie, die Verringerung als negative Inotropie
bezeichnet. In vorangegangenen Arbeiten konnte die positiv inotrope Wirkung der
GLP-1-Rezeptor-Aktivierung gezeigt werden.®"

Naturlicherweise nimmt die Kontraktionskraft der stimulierten Muskelstreifen ohne
Zugabe einer Wirksubstanz sukzessive ab. Dieser Effekt wird als physiologischer

Rundown bezeichnet.

4.2 Inotrope Effekte von Exenatide

Hinsichtlich der inotropen Effekte konnte gezeigt werden, dass es bei elektrisch
stimulierten Muskelstreifen (n=20) durch die Zugabe von 15 nM Exenatide, unter
Verwendung der Energiesubstrate Glucose (n=9) und Pyruvat (n=11), zu einem
transienten positiv  inotropen Effekt kommt. Abbildung 9 zeigt die
Originalaufzeichung eines mit Exenatide inkubierten Muskelstreifens. Wenige
Minuten nach Applikation von Exenatide kann ein starker Anstieg der
Kraftentwicklung des Trabekels gezeigt werden. Gefolgt von einer Abnahme der

entwickelten Kraft und deren Stabilisierung nach 25 Minuten (steady state).

22.03.2017
hurman atrium

!

14,3 2mMNimm?

‘ E-29

37, 0mimnim?
28.93mN/mm?

25 Minuten
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Abbildung 7 Originalaufzeichnung des Experiments E-29 vom 22.03.2017.
Humanes Vorhofgewebe, 37 °C, 1Hz. Der positiv inotrope Effekt von Exenatide
(15nM) bei in Tyrode-Glucose-Lésung (siehe Tab. 2) inkubierten Muskelstreifen.
Linke rote Linie = Kraftamplitude zum Zeitpunkt der Exenatide-Gabe (blauer
Pfeil); mittlere rote Linie = Kraftamplitude zum Zeitpunkt des maximalen Effektes;

rechte rote Linie: Kraftamplitude im steady state nach 25 Minuten.

E-4
29.09.2016

human atrium
35 AmMmme

31.3mM/mm?
24, 0mMimm=

25 Minuien

Abbildung 8 Originalaufzeichnung des Experiments E-4 vom 29.09.2016.
Humanes Vorhofgewebe, 37 °C, 1Hz. Der positiv inotrope Effekt von Exenatide
(15nM) bei in Tyrode-Pyruvat-Lésung (siehe Tab. 2) inkubierten Muskelstreifen.
Linke rote Linie = Kraftamplitude zum Zeitpunkt der Exenatide-Gabe (blauer Pfeil);
mittlere rote Linie = Kraftamplitude zum Zeitpunkt des maximalen Effektes; rechte

rote Linie: Kraftamplitude im steady state nach 25 Minuten.

Abb. 11 und 12 veranschaulichen die relative [%] Kraftentwicklung der
Muskelstreifen durch die Wirkung von Exenatide zu den Zeitpunkten Baseline,
maximaler Effekt und steady state nach 25 Minuten. Es kann gezeigt werden,
dass der transiente positiv inotrope Effekt bei Trabekel, welche Nahrlésungen mit
Glucose als Energiesubstrat hatten zum Zeitpunkt des maximalen Effektes (194.1
% £ 27.0 % bei Glucose versus 141.2 % £ 10.5 % bei Pyruvat (beides gemessen
zur Baseline) sowie zum Zeitpunkt des steady state nach 25 Minuten (156.5 % *
15.7 % bei Glucose versus 116.1 £ 5.1 % bei Pyruvat; beides gemessen zur

Baseline) starker ausgepragt war (p=0,055).
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Abbildung 9 : Effekt von Exenatide auf in Tyrode-Glucose-Lésung (schwarze
Quadrate) bzw. Tyrode-Pyruvat-Lésung (weille Dreiecke) (siehe Tab. 2)
inkubierten Muskelstreifen, 37 °C, 1Hz. Die Messzeitpunkte Baseline (BL),
maximaler Effekt (MAX EFF) und STEADY STATE zeigen in beiden Gruppen
einen transienten Kraftanstieg (/%] + SEM verglichen zur Baseline). Der positiv
inotrope Effekt ist bei mit Tyrode-Glucose-Lésung inkubierten Muskelstreifen
deutlich stérker ausgepréagt (p=0,055 verglichen zu Gruppe mit Tyrode-Pyruvat-
Lésung)., *= p<0,05, **=p<0,01, ****=p<0,0001 (verglichen zur Baseline)

Der Vergleich der beiden Substratgruppen zum Zeitpunkt des steady state (Abb.
12) zeigt einen signifikant starkeren relativen [%] Kraftanstieg bei Glucose als bei
Pyruvat. Wahrend mit Glucose die Steigerung der Kraft im steady state nach 25
Minuten (56.5 % + 15.7 % (verglichen zur Baseline) betrug, blieb der entwickelte

Kraftanstieg mit Pyruvat bei 16.1 £ 5.1 % (verglichen zur Baseline) (p=0,03).

i # ® pyruvat
70 DGlucose
60

50
40
30

20
10
0 4

Abbildung 10 Vergleich der Exenatide-Wirkung in Tyrode-Glucose-Lésung (grauer

SYSTOLISCHE KRAFT [%]

Balken) bzw. Tyrode-Pyruvat-L6sung (schwarzer Balken) (siehe Tab. 2) zum
Zeitpunkt STEADY STATE. #=p<0,05, vergleich beider Gruppen)
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In Abbildung 13 A wird die Exenatidewirkung in beiden Substratgruppen in
absoluten Werten veranschaulicht. Der Vergleich der Kraftanstiege zeigt keinen
signifikanten Unterschied. Wie im Diagramm ersichtlich betrugen die Werte der
Kraftentwicklung zum Zeitpunkt Baseline durchschnittlich 18,7 mN/mm? + 4
mN/mm? bei Trabekel mit Glucose als Energiesubstrat. In der Pyruvatgruppe
wurde ein deutlich hoherer durchschnittlicher Wert von 29,57 mN/mm? + 4,1
mN/mm? Kraftentwicklung zum Zeitpunkt Baseline gemessen. Auch die in Abb. 13
B gezeigten zum Mittelwert standardisierten absoluten Werte der Kraftentwicklung

weisen keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Substratgruppen

auf.
A B
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Abbildung 11 A u. B : Effekt von Exenatide auf in Tyrode-Glucose-Lésung
(schwarze Quadrate) bzw. Tyrode-Pyruvat-Lésung (schwarze Dreiecke) (siehe
Tab. 2) inkubierten Muskelstreifen, 37 °C, 1Hz. (A): Exenatide-Wirkung in
absoluten Werten;, Muskelstreifen, die mit Tyrode-Pyruvat-Lésung inkubiert
wurden, zeigen eine durchschnittlich héhere systolische Kraft zum Zeitpunkt
BASELINE (BL) im Vergleich zur Glucose-Gruppe. n.s.=nicht signifikant (im
Vergleich beider Gruppen). (B) Exenatide-Wirkung in zum Mittelwert

standardisierten, absoluten Werten. *=p=<0,05 (verglichen zur Baseline)

Interessanterweise zeigten einige Trabekel keinen Kraftanstieg bzw. keine
Anderung der Kraftentwicklung. 33% der Muskelstreifen aus der Glucosegruppe
und 18 % aus der Pyruvatgruppe zeigten einen physiologischen Rundown trotz
Applikation von Exenatide (non-responder). Im Vergleich der Patientendaten

dieser Gruppe non-responder konnten keine patientenspezifischen Charakteristika
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aufgezeigt werden. Keine mit Exenatide behandelten Muskelstreifen zeigten eine

Anderung der diastolischen Spannung oder Relaxationszeit.

4.3 Inotrope Effekte von GLP-1(7-36)NH,

Auch bei der Applikation von GLP-1(7-36)NH2 konnte ein ahnlicher positv
inotroper Effekt wie bei der Gabe von Exenatide gezeigt werden. Unter
Verwendung von sowohl Glucose (n=13) als auch Pyruvat (n=13) als
Energiesubstrat zeigten die elektrisch stimulierten Muskelsteifen (n=26) wenige
Minuten nach Zugabe von 180 nM GLP-1(7-36)NH, einen Anstieg der
Kraftentwicklung gefolgt von einer Abnahme und Stabilisierung der Kraft nach 25
Minuten im steady state. Abbildung 14 zeigt eine Originalaufzeichnung des durch
GLP-1(7-36)NH, induzierten transienten positiv inotropen Effektes bei einem mit

Glucose als Substrat verwendeten Muskelstreifen.

E-25
22.02.2017
human atrium 75, 7TmMimm?

1 32, Tmhimm?

21, 3mN/mm?

25 Minuten

Abbildung 12 Originalaufzeichnung des Experiments E-25 vom 22.02.2017.
Humanes Vorhofgewebe, 37 °C, 1Hz. Der positiv inotrope Effekt von GLP-1(7—-
36)NH, (180nM) bei in Tyrode-Glucose-Lésung (siehe Tab. 2) inkubierten
Muskelstreifen. Linke rote Linie = Kraftamplitude zum Zeitpunkt der GLP-1(7—
36)NH,-Gabe (blauer Pfeil); mittlere rote Linie = Kraftamplitude zum Zeitpunkt
des maximalen Effektes; rechte rote Linie: Kraftamplitude im steady state nach
25 Minuten.
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human atrium
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Abbildung 13 Oiriginalaufzeichnung des Experiments E-14 vom 27.10.2016.
Humanes Vorhofgewebe, 37 °C, 1Hz. Der positiv inotrope Effekt von GLP-1(7-
36)NH, (180nM) bei in Tyrode-Pyruvat-Lésung (siehe Tab.2) inkubierten
Muskelstreifen. Linke rote Linie = Kraftamplitude zum Zeitpunkt der GLP-1(7-
36)NH>-Gabe (blauer Pfeil); mittlere rote Linie = Kraftamplitude zum Zeipunkt des
maximalen Effektes; rechte rote Linie: Kraftamplitude im steady state nach 25

Minuten

Abb. 16 zeigt die Kraftentwicklung der Muskelstreifen zum Zeitpunkt Baseline,
zum Zeitpunkt des maximalen Effektes und im steady state nach 25 Minuten in der
jeweiligen Substratgruppe in relativen Werten [%]. In der Glucosegruppe wie auch
in der Pyruvatgruppe zeigte sich ein transienter Anstieg der Kraftentwicklung.
Muskelstreifen, bei denen Glucose als Energiesubstrat verwendet wurde, konnte
zum Zeitpunkt des maximalen Effektes (198.6 % + 34.6 % in Glucose versus
110.0 % = 4.4 % in Pyruvat; p = 0.0007) sowie im steady state nach 25 Minuten
(138.7 % £ 18.8 % in Glucose versus 99.9 % * 3.3 % in Pyruvat; p = 0.25) zeigten

einen starkeren Kraftanstieg.
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Abbildung 14 Effekt von GLP-1(7-36)NH, auf in Tyrode-Glucose-Lésung
(schwarze Quadrate) bzw. Tyrode-Pyruvat-Lésung (weilRe Dreiecke) (siehe Tab. 2)
inkubierten Muskelstreifen, 37 °C, 1Hz. Die Messzeitpunkte Baseline (BL),
maximaler Effekt (MAX EFF) und STEADY STATE zeigen in beiden Gruppen
einen transienten Kraftanstieg (/%] + SEM verglichen zur Baseline). Der positiv
inotrope Effekt ist bei mit Tyrode-Glucose-Lésung inkubierten Muskelstreifen
deutlich stérker. n.s.= nicht signifikant (vergleich beider Gruppen), ###= p=<0,001

*kkk

(Vergleich beider Gruppen), =p<0,0001 (verglichen zur Baseline).

Abb. 17 veranschaulicht den relativen [%] Kraftanstieg in beiden Substratgruppen
zum Zeitpunkt des steady state nach 25 Minuten verglichen zur Baseline. Obwohl
in der Glucosegruppe eine Kraftentwicklung von 38.7 % % 18.8 % und in der
Pyruvatgruppe ein Kraftverlust von -0.1 % + 3.3 % zu beobachten war, konnte im
Vergleich der beiden Gruppen aufgrund der hohen Streuung der Ergebnisse, nur

annahernd eine statistische Signifikanz aufgezeigt werden. (p=0,052).
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1
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u
50 Pyruvat
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Abbildung 15 Vergleich der GLP-1(7-36)NH,-Wirkung in Tyrode-Glucose-Lésung
(grauer Balken) bzw. Tyrode-Pyruvat-Lésung (schwarzer Balken) (siehe Tab. 2)
zum Zeitpunkt STEADY STATE. n.s=nicht signifikant (vergleich beider Gruppen).

Die absoluten Werte der Kraftentwicklung durch GLP-1(7-36)NH, in beiden
Substratgruppen werden in Abb. 18 A dargestellt. Auch hier zeigte sich im
Vergleich der beiden Gruppen kein signifikanter Unterschied in der
Kraftentwicklung. Wie bei Exenatide unterschieden sich die absoluten Kraftwerte
zum Zeitpunkt der Baseline erheblich voneinander. Wahrend in der
Glucosegruppe im Durchschnitt eine Kraft von 22,0 mN/mm? + 4,2 mN/mm?
gemessen wurde beliefen sich die absoluten Werte der in der Pyruvatgruppe auf
52,4 mN/mm? + 6,8 mN/mm?. Ein signifikanter Unterschied bei den zum Mittelwert
standardisierten absoluten Werten konnte auch hier nicht angezeigt werden. (Abb.
18 B)

A B
T 0T it T 2877, Pt
= T0 | —8—Glucose n.s. = —8—Glucosa
3 m £
= 601 H
| n.s.
& s0 % 15
[ 4 [+ 4
¥ 40 1 =
% 30 4 % 1,“ 1
@ @
= 20 1 =
o o 05
@» 10 o
» »
0 v v v . 0,0 v . . .
BL MAX EFF STEADY STATE BL MAX EFF STEADY STATE

Abbildung 16 A u. B: Effekt von GLP-1(7-36)NH, auf in Tyrode-Glucose-L6ésung
(schwarze Quadrate) bzw. Tyrode-Pyruvat-Lésung (weilBe Dreiecke) (siehe Tab. 2)
inkubierten Muskelstreifen, 37 °C, 1Hz. (A): GLP-1(7-36)NH,-Wirkung in
absoluten Werten;, Muskelstreifen, die mit Tyrode-Pyruvat-Lésung inkubiert
wurden, zeigen eine durchschnittlich hbéhere systolische Kraft zum Zeitpunkt
BASELINE (BL) im Vergleich zur Glucose-Gruppe. n.s.=nicht signifikant (im
Vergleich beider Gruppen). (B) GLP-1(7-36)NH>-Wirkung in zum Mittelwert
standardisierten, absoluten Werten. n.s.=nicht signifikant (Vergleich beider

Gruppen).
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Wie auch bei Exenatide, konnte bei Muskelstreifen, bei denen GLP-1(7—-36)NH>
als Wirksubstanz appliziert wurde, ein Ausbleiben des positiv inotropen Effektes
beobachtet werden. In der Glucosegruppe belief sich der Anteil an non-responer
auf 31%, wahrend in der Pyruvatgruppe sogar 54% der Muskelstreifen nur einen
physiologischen Rundown zeigten. Es konnten keine Effekte auf die diastolische
Spannung oder Relaxationszeit der Muskelstreifen beobachtet werden (Daten
nicht angezeigt). Insgesamt zeigten Exenatide und GLP-1(7-36)NH, sehr

ahnliche funktionale Effekte auf das in dieser Arbeit verwendete Vorhofgewebe.

4.4 Einfluss von GLP-1(9-36)NH, auf atriales Gewebe

In dieser Arbeit wurde auch auf den Einfluss von GLP—-1(9-36)NH. in Hinblick auf
die Substratabhangigkeit naher betrachtet. Anders als Exenatide oder GLP-1(7—-
36)NH; stellt GLP-1(9-36)NH; einen kompetitiven Hemmer des GLP-1-Rezeptors
dar. Muskelstreifen, bei denen Glucose (n=6) oder Pyruvat (n=6) als
Energiesubstrat verwendet wurde, zeigten nach der Applikation von 200nM GLP-
1(9—-36)NH; eine konstante Reduktion der Kraftentwicklung (Abb. 19).

E-21
02.01.2017
human atrium

!

28, 3ImMimmé

21 OrmMimmmd

25 Minuten

Abbildung 17 Originalaufzeichnung des Experiments E-21 vom 02.01.2017.
Humanes Vorhofgewebe, 37 °C, 1Hz. Die Kraftabnahme nach Gabe von GLP-
1(9-36)NH, (200nM) bei in Tyrode-Glucose-Lésung (siehe Tab. 2) inkubierten
Muskelstreifen. Linke rote Linie = Kraftamplitude zum Zeitpunkt der GLP-1(9—
36)NH>-Gabe (blauer Pfeil); rechte rote Linie: Kraftamplitude im steady state nach
25 Minuten
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E-20
14.12.2016
human atrium

!
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Abbildung 18 Originalaufzeichnung des Experiments E-20 vom 14.12.2016.
Humanes Vorhofgewebe, 37 °C, 1Hz. Die Kraftabnahme nach Gabe von GLP-
1(9-36)NH, (200nM) bei in Tyrode-Pyruvat-L6sung (siehe Tab. 2) inkubierten
Muskelstreifen. Linke rote Linie = Kraftamplitude zum Zeitpunkt der GLP-1(9—
36)NH>-Gabe (blauer Pfeil); rechte rote Linie: Kraftamplitude im steady state nach
25 Minuten

Der in der Glucosegruppe zu beobachtende relative Kraftverlust gemessen vom
Zeitpunkt Baseline bis steady state nach 25 Minuten kann als physiologischer
Rundown interpretiert werden (85.7 % + 1.7 %, verglichen zur Baseline).
Muskelstreifen, bei denen Pyruvat als Energiesubstrat verwendet wurden zeigten
interessanterweise einen signifikant geringeren Kraftverlust (96,2 % = 2,4 %,
verglichen zur Baseline) (p=0,0001 Glucose vs. Pyruvat). Diese Beobachtung
konnte auf die inotropen Effekte von Pyruvat selbst zurlickzufiihren sein, das dem

physiologischen Rundown entgegenwirkt.®
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Abbildung 19 : Effekt von GLP-1(9—-36)NH. auf in Tyrode-Glucose-Lésung
(schwarze Quadrate) bzw. Tyrode-Pyruvat-Lésung (weil3e Dreiecke) (siehe Tab.
2) inkubierten Muskelstreifen, 37 °C, 1Hz. In beiden Gruppen ist ein Kraftverlust
(/%] £ SEM verglichen zur Baseline) ersichtlich. Der Kraftverlust ist bei mit
Tyrode-Pyruvat-Lésung inkubierten Muskelstreifen deutlich geringer ausgeprégt.
###=p<0,001 (vergleich beider Gruppen), ****= p0,0001 (verglichen zur

Baseline).

Ebenso wie Exenatide und GLP-1(7-36)NH,, fuhrte die Applikation von GLP-1(9—
36)NH, zu keiner Anderung der diastolischen Spannung oder Relaxationszeit der

Muskelstreifen (Daten nicht gezeigt).
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die Substratabhangigkeit des positiv
inotropen Effektes der GLP—1-Rezeptor-Aktivierung untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass (1) die GLP-1-Rezeptor-Agonisten Exenatide und GLP—1(7—-36)NH>
in der Anwesenheit von Glucose, sowie auch Pyruvat einen positv inotropen Effekt
auf elektrisch stimulierte Herzmuskelstreifen austben und dass (2) dieser Effekt
bei dem physiologischen, kompetitiven Hemmer des GLP-1-Rezeptors, GLP-1(9—-
36)NH2, nicht auftritt. Ebenfalls konnte demonstriert werden, dass (3) die
Steigerung der Kraftentwicklung durch GLP-1(7-36)NH, und Exenatide starker

war, wenn Glucose als Energiesubstrat verwendet wurde.

5.1 Der positv inotrope Effekt auf den Vorhof

Der Vorhof des Herzens Ubernimmt eine wichtige Rolle in der Herzmuskelaktion.
Wahrend der Diastole entsteht durch Erschlaffung der Herzmuskulatur ein
Unterdruck und aus der Peripherie, Uber die untere und obere Hohlvene, bzw. aus
dem Lungenkreislauf, Uber die Pulmonalvenen, stromt Blut Uber die Vorhofe
(Atria) in die Kammern (Ventrikel). In der spaten Diastole flhrt die
Vorhofkontraktion zu einer effizienten Flllung der Kammern, bevor die in der
Systole stattfindende Kammerkontraktion den Korper bzw. die Lunge mit
ausreichend Blut versorgt. Das durch die Kontraktion des linken Vorhofs
transportierte Blut macht bis zu 30% der Fullung der linken Herzkammer beim
Gesunden aus.

Tatsachlich konnte in Untersuchungen gezeigt werden, dass sich eine verminderte
linksatriale Auswurfleistung (LAEF) bei Patienten mit Herzversagen negativ auf die
globale Herzfunktion auswirkt. Sie ist mit einer Verringerung der linksventirkularen
Auswurfleistung (LVEF) einer verminderten funktionellen Leistungskapazitat sowie
einer erhdohten Hospitalisierungsrate von Herzinsuffizienz-Patienten assoziiert.®"
®8) Dariiber hinaus geht Vorhofflimmern, das einer Aufhebung der Vorhoffunktion
gleichkommt, mit einem signifikant erhéhten Mortalitatsrisiko bei Patienten mit

symptomatischem sowie asymptomatischem Herzversagen einher.©® 70
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Zusatzlich stellt die Funktionsstorung des linken Vorhofes eine unabhangige
Determinante fur die Hospitalisierungsrate durch Herzversagen sowie der

Mortalitat bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit oder Herzinfarkt dar.”" 72

In vorangegangenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die
Aktivierung des GLP-1-Rezeptors durch die antidiabetisch wirkenden Substanz
Exenatide am Vorhofmyokard positiv inotrop wirkt.®” Eine erhohte
Kontraktionsfahigkeit des Vorhofes konnte somit zu einer Verbesserung der
linksventrikularen  Fldllung und damit verbundenen Folgeerscheinungen
beitragen.”® Erwahnenswert in diesem Zusammenhang ist auch, dass Patienten
mit Diabetes mellitus Typ 2 einem erhohten Risiko ausgesetzt sind an
chronischem Herzversagen und Funktionsstérungen der Vorhoéfe zu erkranken. ™
75)

Hinsichtlich der Ergebnisse, dass eine bessere linksatriale Funktion mit einer
verbesserten Herzleistung bei herzinsuffizenten Patienten einhergeht, kdnnten von
einer Verbesserung der Vorhofskontraktilitdt besonders Patienten mit Diabetes

mellitus Typ 2 profitieren.

5.2 GLUT1-Translokation

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass elektrisch stimulierte Muskelstreifen
unter Verwendung der beiden Energiesubstrate Glucose und Pyruvat einen
vergleichbaren inotropen Effekt nach GLP-1-Rezeptor-Aktivierung aufweisen.
Beginnend mit einem schnellen Anstieg der Kraftentwicklung, gefolgt von einem
Zeitpunkt des maximalen Effektes und einer konsekutiven Abnahme der Kraft.
Nach 25 Minuten zeigte sich vor allem bei Muskelstreifen, welche Glucose als
Substrat zur Verfugung hatten eine im Vergleich zur Baseline groRere

Kraftentwicklung im steady state.

Dieser transiente positiv inotrope Effekt wurde bereits in vorangegangenen
Untersuchungen dargestellt. Es wird angenommen, dass der rasche Abfall der
Kraft nach dem maximalen Effekt in einer Desensitisierung des GLP-1-
Rezeptors begrindet ist. Aullerdem wurde gezeigt, dass Exenatide in atrialen
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Herzmuskelzellen zu einer vermehrten Translokation des Glucosetransporters 1
(GLUT1) fuhrt. Dieses Ergebnis wurde gemessen nach einer Inkubation mit 2nM

Exenatide (ber einen Zeitraum von 3 Stunden.®"

Allgemein spielt der GLUT1 eine wichtige Rolle im Zuckerstoffwechsel von
kardialen Myozyten. Fur das erwachsene Herz stellt jedoch der GLUT4 den
wichtigsten  Glucosetrasporter dar.’® GLUT1 und GLUT4 werden bei
entsprechendem Signal von ihren intrazelluldaren Kompartimenten an die
Zelloberflache transportiert.!””

In Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass pathophysiologische Prozesse im
Rahmen von Herzmuskelhypertrophie oder chronischer Herzmuskelhypoxie oder

—ischamie zu einer vermehrten Hochregulierung des GLUT1 fiihren kénnen.("® 7®

Jedenfalls konnte der in dieser Arbeit zu beobachtende starkere positiv inotrope
Effekt bei Muskelstreifen mit Glucose als Energiesubstrat im Zusammenhang mit
der vermehrten Translokation von GLUT1 stehen. Der durch GLUT1
bewerkstelligte vermehrte Glucoseeinstrom in die Herzmuskelzellen wurde so

durch eine gesteigerte Bildung von ATP diesen Effekt nach sich ziehen.

Im Gegensatz zum GLUT4 sind zurzeit jedoch keine Daten Uber die intrazellulare
Signalkaskade, die zur GLUT1-Translokation nach GLP-1-Rezeptor-Aktivierung
fuhrt, bekannt.
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5.3 Limitationen

Obwonhl in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass der positiv inotrope Effekt
der GLP-1-Rezeptor-Aktivierung starker auftritt, wenn Glucose als Energiesubstrat
verwendet wurde, sollten die Ergebnisse kritisch betrachtet werden. Eine grofRe
Limitation dieser Arbeit stellt unweigerlich die Tatsache dar, dass ausschlief3lich
auf funktionelle Eigenschaften der Substratabhangigkeit dieses Effektes
eingegangen wurde. Mechanismen und Signaltransduktionswege wurden nicht
naher betrachtet. Die hier diskutierte Translokation von GLUT1 nach der Zugabe
von Exenatide wurde aufgrund von Daten einer kurzlich publizierten Arbeit
angenommen und nicht in dieser Arbeit gezeigt. In diesem Zusammenhang soll
erwahnt werden, dass ausschlielllich fur Exenatide Daten lber eine GLUT1-
Translokation vorhanden sind. Bis dato wurden keine Untersuchungen bezuglich

einer solchen Translokation nach Zugabe von GLP-1(7-36)NH, durchgefuhrt.

In den hier gezeigten Daten ist auch ersichtlich, dass Muskelstreifen, welche
Pyruvat als Energiesubstrat zur Verfligung hatten, zum Zeitpunkt der Baseline
eine deutlich starkere Kontraktionskraft aufwiesen, als jene mit Glucose als
Energiesubstrat. Der weniger ausgepragte inotrope Effekt in der mit Pyruvat
inkubierten Muskelstreifen konnte daher aufgrund einer partialen inotropen
Inkompetenz durch die von Beginn der Untersuchung gegebenen hoheren
Kontraktilitat herrihren, wahrend mit Glucose inkubierte Muskelstreifen adaquat
auf die GLP—-1-Rezeptor-Aktivierung reagieren konnten.

Im Vergleicht zu Glucose wurde die doppelte Konzentration an Pyruvat verwendet
da ein Molekll Glucose wahrend der Glykolyse zu zwei Molekilen Pyruvat
abgebaut wird und dabei ATP gebildet wird. Der Hauptteil der ATP-Synthese
sowie des Energiestoffwechsels gehen vom Zitat-Zyklus aus.

Aulerdem verfigt Pyurvat laut Beobachtungen selbst Uber positiv inotrope
Eigenschaften.”® ) Somit wurden im Nachhinein betrachtet die direkten Effekte

auf die Kontraktilitat durch Pyruvat wurden in dieser Arbeit wohl unterschatzt.

Der geringere positv inotrope Effekt durch GLP-1(7—-36)NH; in den Muskelstreifen
mit Pyruvat als Energiesubstrat ist jedoch auch das Ergebnis einer hohen Anzahl
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von Experimenten, bei denen die Muskelstreifen trotz Zugabe der positiv inotropen
Wirksubstanz keine Anderung der Kontraktionskraft zeigten (non-responder). Fur
die Ursache dieser non-responder kann in dieser Arbeit keine adaquate Erklarung

gegeben werden.

Die starke dieser Untersuchung liegt darin, dass die Experimente mit humanem
Vorhofgewebe durchgefuhrt werden konnten. Die Muskelstreifen wurden in einer
mit Bikarbonat gepufferten Lésung bei 1 Hz elektrisch stimuliert, was ein in-vitro
Modell unter physiologischen Bedingungen darstellt. AuRerdem unterstrichen die
hier sorgfaltig untersuchten funktionalen inotropen Effekte von Exenatide und
GLP-1(7-36)NH, die bereits vorhandenen Daten Uber GLP—1-Rezeptor-Agonisten
und ihre pleiotropen Effekte auf Herzmuskelgewebe. Diese GLP-1-Rezeptor-

Agonisten werden bereits im klinischen Bereich angewandt.

5.4 Zusammenfassung

Die Applikation von GLP—1-Rezeptor-Agonisten flhrt zu einem transienten positiv
inotropen Effekt unter der Verwendung von Glucose sowie Pyruvat als
Energiesubstrate. Dieser Effekt ist jedoch starker ausgepragt, wenn Glucose als
Energiesubstrat verwendet wird. Dieses Ergebnis deutet auf eine
Substratabhangigkeit des positv inotropen Effektes nach GLP-1-Rezeptor-
Aktivierung hin, was im Zusammenhang mit der hier erwahnten GLUT1-

Translokation stehen konnte.
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