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Abstracts
[11.1 Abstract Deutsch

Hintergrund Das Brain Natriuretic Peptide (BNP) gehort zur Gruppe der
Natriuretischen Peptide (NPs). Am Myokard entfaltet es antifibrotische und
antihypertrophe, an der Niere zudem die namensgebenden diuretischen Effekte. Mit
dem Angiotensin-Rezeptor-Neprilysin-Inhibitor (ARNI) Sacubitril/Valsartan ist eine
Substanz verfiugbar, welche den endogenen Abbau der NPs vermindert. In Studien
fuhrte Sacubitril/Valsartan zu einer deutlichen Reduktion der Morbiditat und Mortalitat
von Patient:innen mit Herzinsuffizienz mit reduzierter Pumpfunktion (HFrEF). Obwonhl
dieser Wirkmechanismus einen neuen Therapieansatz in der HFrEF-Behandlung
darstellt, ist bisher nur wenig Uber den direkten Einfluss von BNP und ARNIs auf die
atriale Myokardfunktion und Arrhythmogenese bekannt. In der vorliegenden Arbeit wird
aus diesem Grund der Effekt einer BNP- und ARNI-Therapie auf die atriale funktionelle
Reserve und Arrhythmogenese unter 3-adrenerger Stimulation (Isoproterenol; ISO) in-

vitro untersucht.

Methoden und Ergebnisse Im Rahmen von offenen Herzoperationen wurden N=42
Patient:innen atriale Biopsien entnommen, aus welchen n=101 Muskelstreifen-
Praparate fur Kontraktilitatsmessungen gewonnen wurden. Auf3erdem wurden atriale
und ventrikulare Biopsien von N=10 Patient:innen mit terminaler Herzinsuffizienz
akquiriert und auf ihre Neprilysin (NEP)-Expression untersucht. BNP zeigte keine
Kurzzeiteffekte auf die Kraftentwicklung im menschlichen Myokard unter 1SO-
Stimulation, reduzierte jedoch signifikant die diastolische Spannung der Muskelstreifen
(ISO vs. ISO + BNP; p<0,01) und die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten von
Arrhythmien (Frequenzprotokoll: ISO vs. ISO + BNP insgesamt p<0,01). Darlber
hinaus korrelierte der Plasma NT-proBNP-Spiegel der Patient:innen signifikant mit
dem ISO-induzierten Kraftanstieg der Muskelstreifen (r=0,65; p<0,01). Fir die aktive
ARNI-Wirkstoffkombination LBQ657/Valsartan (LBQ/Val) zeigten sich keine
Kurzzeiteffekte auf die kontraktile Funktion. Eine Reduktion arrhythmischer Ereignisse
durch LBQ/Val, ahnlich zu BNP, wurde jedoch nachgewiesen. Weiterhin zeigten die
Analysen, dass NEP in humanem atrialen und ventrikularen Myokard gleichermal3en

exprimiert wird. Die rechtsatriale NEP-Expression korrelierte positiv mit der
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rechtsatrialen Auswurffraktion (r=0,806; p<0,05), die linksventrikulare NEP-Expression

korrelierte negativ mit dem linksatrialen Volumen (r=-0,691; p<0,05).

Schlussfolgerungen BNP bewirkte in humanem atrialen Myokard in-vitro keine
kurzfristigen Effekte auf die ISO-vermittelte Inotropie, verringerte aber die diastolische
Spannung. Die zunehmend auch in Studien beobachteten antiarrhythmischen
Eigenschaften von ARNIs kdnnten basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit durch
eine Verstarkung der parakrinen (B)NP-Wirkung bei LBQ/Val-Behandlung erklart
werden. Zudem scheint die myokardiale NEP-Expression im Rahmen eines
kompensatorischen Mechanismus bei HFrEF mit fortschreitender

Funktionseinschrankung herabreguliert zu werden.
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[11.2 Abstract English

Background Brain natriuretic peptide (BNP) is one of the central hormones in the
natriuretic peptide (NP) group. It exerts antifibrotic and antihypertrophic effects on the
myocardium and diuretic effects on the kidney (hence the name natriuretic peptides).
With the angiotensin receptor-neprilysin inhibitor (ARNI) sacubitril/valsartan, a
substance is available that reduces the endogenous degradation of NPs. In clinical
studies, sacubitril/valsartan led to a significant reduction in morbidity and mortality in
patients with heart failure with reduced ejection fraction (HFrEF). Although this
mechanism of action represents a new therapeutic approach for HFrEF treatment, to
date only little is known about the direct effects of BNP and ARNIs on atrial myocardial
function and arrhythmogenesis. For this reason, the present work investigates the in-
vitro effects of BNP and ARNI therapy on atrial functional reserve and

arrhythmogenesis under B-adrenergic stimulation (by isoproterenol; 1ISO).

Methods and Results Atrial biopsies were obtained from N=42 patients during open
heart surgery, from which n=101 muscle strip preparations were prepared for
contractility measurements. In addition, atrial and ventricular biopsies were acquired
from another N=10 patients with terminal heart failure and analyzed for neprilysin
(NEP) expression. BNP exerted no short-term effects on force development in human
myocardium under ISO stimulation, but significantly reduced diastolic tension of
muscle strips (ISO vs. ISO + BNP; p<0.01) and the probability of arrhythmia induction
(frequency protocol: ISO vs. ISO + BNP; pooled p<0.01). Furthermore, the patients’
plasma NT-proBNP levels significantly correlated with relative 1SO-induced muscle
strip force increase (r=0.65; p<0.01). Similarly to BNP, no short-term effects on
contractile function for the pharmacologically active ARNI combination
LBQ657/valsartan (LBQ/Val) were observed. However, a reduction of arrhythmic
events by LBQ/Val, as seen with BNP, could be demonstrated. Furthermore, analyses
revealed that NEP is equally expressed in human atrial and ventricular myocardium.
Right atrial NEP expression correlated positively with right atrial ejection fraction
(r=0.806; p<0.05), while left ventricular NEP expression correlated negatively with left
atrial volume (r=-0.691; p<0.05).
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Conclusions In-vitro, BNP did not facilitate additional short-term effects on 1SO-
mediated inotropy in human atrial myocardium, but reduced diastolic tension. The
antiarrhythmic properties of ARNIs, which have also increasingly been observed in
clinical studies, could be explained by an enhancement of the paracrine (B)NP effect
by LBQ/Val treatment based on the results of this thesis. Moreover, myocardial NEP
expression seemed to be downregulated as part of a compensatory mechanism in

HFrEF in the course of progressive functional impairment.
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1.1 Epidemiologie, Diagnostik und Klassifikation der
Herzinsuffizienz

1.1.1 Definition und Risikofaktoren

Der Begriff Herzinsuffizienz (syn. Herzschwache) beschreibt ein klinisches Syndrom,
welches durch gesteigerte enddiastolische Driicke im Herzen und/oder eine
verminderte Auswurfleistung des Herzens in Ruhe oder wahrend korperlicher
Belastung verursacht wird. Diese Einschréankungen entstehen auf dem Boden einer
strukturellen oder funktionellen kardialen Veranderung, welcher vielfaltige Atiologien
zugrunde liegen koénnen (McDonagh et al., 2021; Ponikowski et al.,, 2016).
Insbesondere das Patientenalter, arterielle Hypertonie, Myokardinfarkt, koronare
Herzerkrankung, Diabetes Mellitus, linksventrikulare Hypertrophie, Vorhofflimmern
und Klappenvitien sind als Hauptrisikofaktoren der Herzinsuffizienz zu benennen
(Mosterd und Hoes, 2007).

Die Rotterdam-Studie, eine prospektive Kohortenstudie mit etwa 8000
Teilnehmer:innen, aus dem Jahr 2004 konnte eindrlcklich einen altersabhangigen
Anstieg der Pravalenz der Herzinsuffizienz demonstrieren. Wahrend die
Punktpravalenz in der Gruppe der 55- bis 64-Jahrigen 0,9 % betrug, stieg sie in der
Gruppe der 65- bis 74-Jahrigen auf 4 % und in der Gruppe der 75- bis 84-Jahrigen auf
9,7 % an. In der hochbetagten Gruppe der >85-Jéhrigen lag die Pravalenz schlief3lich
bei 17,4 % (Bleumink et al., 2004). Insgesamt betragt die Gesamtpravalenz der
Herzinsuffizienz in der Bevdlkerung etwa 2 % (Redfield et al., 2003; Roger et al., 2012);
im Jahr 2017 waren weltweit 64,3 Mio. Menschen an einer Herzinsuffizienz erkrankt
(James et al., 2018) .

1.1.2 Symptome und Zeichen

Im Rahmen einer Herzinsuffizienz kann sich ein Vorwartsversagen mit vermindertem
bzw. inaddquatem Herzzeitvolumen und ein Rickwartsversagen mit einem
systemischen Ruckstau des Bluts entwickeln. Die Mehrheit der Symptome und
Zeichen einer Herzinsuffizienz lassen sich auf eine dieser beiden Formen des
Kreislaufversagens zuruckfihren (Verbrugge et al., 2020). Zu den typischen

Symptomen der Herzinsuffizienz gehdren insbesondere Atemlosigkeit, verminderte
1
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Ausdauer, Fatigue und Knochelédeme. Die klinischen Zeichen umfassen
beispielsweise einen erhdéhten Jugularvenendruck mit sichtbar gestauten
Jugularvenen, einen dritten Herzton und eine Lateralverschiebung des
Herzspitzenstol3es (McDonagh et al., 2021; Mosterd und Hoes, 2007).

1.1.3 Diagnostik und Einteilung

Der aktuelle diagnostische Algorithmus zur Diagnose einer Herzinsuffizienz der ESC
Leitlinie aus dem Jahr 2021 beginnt mit der Feststellung eines Herzinsuffizienz-
Verdachts bei Patientiinnen. Grundlage dieses Verdachts sind die anamnestische
Identifikation von vorhandenen Risikofaktoren einer Herzinsuffizienz, Symptome oder
Zeichen einer Herzinsuffizienz in der kérperlichen Untersuchung und abnormale EKG-
Befunde. In einem nachsten Schritt wird die Diagnose durch die Messung der NT-pro
BNP- oder BNP-Konzentration im Plasma und eine echokardiographische
Untersuchung verifiziert. Erhdhte (NT-pro) BNP-Spiegel und abnormale Befunde in der
Echokardiographie sprechen fiir das Vorliegen einer Herzinsuffizienz, welche anhand
der gemessenen linksventrikularen Ejektionsfraktion (LVEF) in drei verschiedene
Herzinsuffizienz-Phanotypen eingeteilt werden kann. Bei diesen handelt es sich um
die Herzinsuffizienz mit  erhaltener Ejektionsfraktion (HFpEF), mit
geringgradig/maRiggradig reduzierter Ejektionsfraktion (HFmrEF) und mit reduzierter
Ejektionsfraktion (HFrEF) (McDonagh et al., 2021).

Eine HFpEF ist durch das Vorliegen von Symptomen und Zeichen einer
Herzinsuffizienz bei einer LVEF 250 % und dem Nachweis einer relevanten
strukturellen oder funktionellen Veranderung des Herzens definiert. Die vorliegenden
Veranderungen des Herzens sollen dabei mit einer diastolischen Dysfunktion oder
erhohten Fullungsdricken des linken Ventrikels vereinbar sein. Die Definition einer
HFmrEF und einer HFrEF basiert hingegen rein auf dem Vorliegen der klinischen
Symptome und Zeichen einer Herzinsuffizienz, sowie einer mafdiggradig reduzierten
EF bei der HFmrEF (LVEF 41-49 %) oder einer reduzierten EF bei der HFrEF (LVEF
< 40 %) (McDonagh et al., 2021).
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1.1.4 Behandlung

Zur Behandlung der Herzinsuffizienz stehen medikamentése und interventionelle
Strategien zur Verfiigung, fur welche in der Gruppe der Patient:innen mit HFrEF in
Studien eine gute Wirksamkeit und Evidenz nachgewiesen werden konnten. Die
Therapie der HFrEF ful3t auf der (kombinierten) Behandlung mit ACE-Hemmern/AT:-
Blockern/ARNIs, B-Blockern, Mineralokortikoidrezeptor-Antagonisten und SGLT2-
Inhibitoren. Im Falle einer Volumeniuberladung konnen zudem Diuretika zur
Symptomkontrolle verwendet werden. Falls diese pharmakologische Therapie nicht
ausreicht, kann in einem weiteren Schritt bei geeigneten Patient:innen eine kardiale
Resynchronisationstherapie (CRT) oder ein implantierbarer Cardioverter-Defibrillator
(ICD) zur Senkung der Mortalitat eingesetzt werden. Eine CRT hat zudem positive
Effekte auf die Morbiditat und die Lebensqualitat der Patient:innen. Im Falle einer
terminalen Herzinsuffizienz stehen schlie3lich bei einigen Patientiinnen die
Behandlung mit einem linksventrikularen Assist Device (LVAT) oder einer
Herztransplantation zur Verfigung (McDonagh et al., 2021).

Fur die Gruppe der Patient:innen mit HFmrEF ist aufgrund der schlechten Datenlage
keine klare Empfehlung fur eine medikamentdse Behandlung aul3er einer diuretischen
Therapie mdoglich. Eine Behandlung mit den zuvor genannten Medikamenten zur
HFrEF-Behandlung kann jedoch erwogen werden. Viele der Kklassischen
medikamentoésen HFrEF-Therapien zeigen auch in der HFpEF-Behandlung keine
Wirkung, weswegen neben der Behandlung anderer Grunderkrankungen nur die
Behandlung mit Diuretika empfohlen wird (McDonagh et al., 2021). Die im Jahr 2021
publizierte EMPEROR-PRESERVED-Studie zeigt jedoch, dass eine Behandlung mit
dem SGLT2-Hemmer Empagliflozin das kombinierte Risiko eines kardiovaskularen
Todes oder einer Herzinsuffizienz-Hospitalisierung bei Patientiinnen  mit
Herzinsuffizienz und einer LVEF >40 % um 21 % gegeniber einem Placebo vermindert
(Anker et al., 2021). Ein &hnlicher Effekt konnte ebenfalls in der 2022 veroffentlichen
DELIVER-Studie fur Dapagliflozin gezeigt werden (Solomon et al., 2022). Eine sehr
zeitnahe Anwendung der SGLT2-Inhibitoren Empagliflozin und Dapagliflozin zur
diabetes-unabhangigen HFmrEF- und HFpEF-Behandlung ist also anzunehmen.

Die Klassifikation der Symptomschwere und der kdrperlichen Einschrankung durch die
Herzinsuffizienz wird klinisch h&ufig anhand der anamnestischen New York Heart

Association (NYHA) Einteilung von Grad I-1V erzielt. Wahrend Grad | eine Erkrankung
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ohne Einschrankung der korperlichen Aktivitat beschreibt, handelt es sich bei Grad IV
um eine Einschrankung schon in Ruhe bei absoluter Belastungsintoleranz (McDonagh
et al., 2021). Problematisch an dieser Einteilung ist jedoch, dass sie trotz der weit
verbreiteten Nutzung nur bedingt reproduzierbar ist (Raphael et al., 2007; Yap et al.,
2015). Durch Fragebdgen wie dem Kansas City Cardiomyopathy Questionaire (KCCQ)
kann die Symptomschwere hingegen zu einem hoheren Grad objektiviert werden
(Green et al., 2000; Spertus et al., 2020).

1.1.5 Morbiditat und Mortalitat

Wahrend in der Rotterdam-Studie aus dem Jahr 2004 eine Mortalitat von 37 % im
ersten Jahr nach Diagnose der Herzinsuffizienz und 65 % in den ersten funf Jahren
berichtet wird (Bleumink et al., 2004), wird in der ESC-HF Pilot Studie aus dem Jahr
2013 eine Ein-Jahres-Mortalitat von 17,4 % bei Patient:iinnen mit akuter, neu
aufgetretener Herzinsuffizienz und von 7,2 % bei Patient:innen mit chronischer
Herzinsuffizienz gezeigt, was jedoch zum Teil auf methodische Unterschiede
zuruckgefuhrt werden kann (Maggioni et al., 2013). Insgesamt ist in den letzten
Jahrzehnten eine deutliche Verbesserung des Patiententiberlebens und ein deutlicher
Ruckgang der Hospitalisierungsrate erreicht worden, was unter anderem durch
verbesserte praventive und pharmakologische Ansatze zu erklaren ist (Jhund et al.,
2009; Maggioni et al., 2013). Trotz dieser insgesamt positiven Entwicklung ist die
Herzinsuffizienz weiterhin eine enorme soziale und 6konomische Burde: Manner und
Frauen im Alter von 55 Jahren haben weiterhin ein Lebenszeitrisiko von 33 % bzw. 29
% an einer Herzinsuffizienz zu erkranken (Bleumink et al., 2004) und etwa 11 % der in
den USA ausgestellten Totenscheine umfassen auch die Diagnose Herzinsuffizienz
(Roger et al., 2012). AuRerdem ist jede Herzinsuffizienz-Erkrankung durchschnittlich
mit einem Verlust von fast 10 Lebensjahren pro Patient:in verbunden (Harshali et al.,
2015) und eine Studie aus dem Vereinigten Konigreich legt nahe, dass alleine die
Herzinsuffizienzbehandlung etwa 2 % des gesamten Budgets des NHS umfasst
(Stewart et al., 2002).

Auf Grund all dieser Faktoren sind neue und gezieltere Therapien sowie ein vertieftes

pathophysiologisches Verstandnis der Herzinsuffizienz hochrelevant.
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1.2 Die physiologische und pathophysiologische Rolle der
Atrien

1.2.1 Physiologische Rolle

Das rechte und linke Atrium bilden das Bindeglied zwischen systemischem bzw.
pulmonal-venésem Riickfluss und den Ventrikeln des Herzens (Goette et al., 2017).
Normalisiert auf die Korperoberflache des Menschen sind ein linksatrialer
Volumenindex von 22,6 mL/mz2 (Hoit, 2014) und ein rechtsatrialer Volumenindex von
19,4 mL/m2 (Soulat-dufour et al., 2020) als physiologisch zu erachten. Wahrend das
linksatriale  Volumen nach Korrektur auf die Koérperoberflache nicht
geschlechtsabhangig ist (Spencer et al., 2001), zeigt sich auch nach Korrektur auf die
Korperoberflache ein gréReres rechtes Atrium bei Mannern (Soulat-dufour et al.,
2020).

Das linke Atrium (LA) erflllt seine Rolle als Modulator der linksventrikularen (LV, auch
linker Ventrikel) Flllung, indem es in der LV Systole als Reservoir flr das aus dem
Lungenkreislauf zuricktransportierte Blut fungiert. In der LV Diastole lasst sich die LA
Funktion in zwei weitere Phasen unterteilen: Wahrend der Conduit-Phase in der frihen
LV Diastole wird das aus der Lunge zuriickkehrende Blut passiv in den LV
weitergeleitet. In der spaten ventrikularen Diastole wird das Blut schlie3lich im Rahmen
der aktiven atrialen Kontraktion in den LV transportiert. Diese Phase wird auch als
Boosterpumpen-Phase bezeichnet (Goette et al., 2017; Hoit, 2014; Rahimtoola et al.,
1975). Ein ahnlicher Ablauf kann auch im rechten Atrium (RA) festgestellt werden (Rai
et al., 2015; Soulat-dufour et al., 2020). Dabei tragt die Kontraktion des RA bis zu 30
% zum rechtsventrikularen Schlagvolumen bei (Rai et al., 2015).

Der Beitrag der Atrien an der ventrikularen Fullung wird insbesondere in Situationen
mit eingeschrankter ventrikularer Funktion deutlich: Bei Patientiinnen mit
Myokardinfarkt und eingeschrankter Ejektionsfraktion (EF) konnte gezeigt werden,
dass die LA Kontraktion (unter Ausschopfung der funktionellen Reserve des LA) zu
mehr als einem Drittel zum ventrikularen Schlagvolumen und zu fast 40 % zum
enddiastolischen LV Druck beitrug (Rahimtoola et al., 1975). Auch in einer weiteren
Studie wurde nachgewiesen, dass der Anteil der aktiven LA Kontraktion am LV
Schlagvolumen bei Patient:innen mit Myokardinfarkt mit 42 % am gesamten

Schlagvolumen deutlich erhdht war (Matsuda et al., 1983).
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Da zentrale Anteile des erregungsbildenden Systems im oberen RA lokalisiert sind,
spielt dieses weiterhin auch eine Rolle in der kardialen Erregungsbildung und
Chronotropie. Auf3erdem sind die Atrien durch die dehnungsabhangige Freisetzung
natriuretischer Peptide als endokrines Organ wirksam (Goette et al., 2017,
Hohendanner et al., 2018).

In Situationen mit eingeschrénkter atrialer Funktion wird die physiologische Rolle der
Atrien besonders deutlich. Eine entsprechende Ubersicht findet sich in Abbildung 1-1.

atrial contractile
dyfunction

atrial fibrillation /
tachyarrhythmias

hypercoaguability

stroke/thrombo-embolism:
1.0 /100 pat.yrs (no AF)
HR 1.15

21-65%
atrial remodeling

LA enlargement
fibrosis
electrical remodeling

2 6-63%
endocrine

dysregulation e.g. natri-
uretic peptides

sinus node dysfunction
(chronotropic incompetence)

impaired
filling

increased
pressure

Abbildung 1-1: Pathophysiologische und klinische Folgen einer atrialen Dysfunktion bei
Herzinsuffizenz

LA: linksatrial, HF: Herzinsuffizienz (modifiziert aus Abbildung 1 in Hohendanner, F., Messroghli, D.,
Bode, D., Blaschke, F., Parwani, A., Boldt, L.H., Heinzel, F.R., 2018. Atrial remodeling in heart failure:
recent developments and relevance for heart failure with preserved ejection fraction. ESC Hear. Fail.
5, 211-221, doi:10.1002/ehf2.12260; Lizenznummer: 5423520109265)

Aufgrund ihres relevanten Beitrags zur ventrikularen Flllung und Funktion ist die
atriale Funktion eng mit einer Herzinsuffizienz verknupft. Der gesteigerte Anteil der
Atrien an der ventrikularen Fullung in Situationen mit eingeschrénkter ventrikularer
Funktion zeigt deutlich, dass eine Teilkompensation der ventrikularen Einschrankung
Uber den gesteigerten atrialen Anteil an der EF mdglich ist. Insbesondere durch
Patient:innen mit gleichzeitig auftretender Herzinsuffizienz und Vorhofflimmern wird
unterstrichen, dass der atriale Beitrag an der LV Funktion essentiell fur die
Aufrechterhaltung der Auswurfleistung ist: Eine Wiederherstellung der regelrechten
Funktion des Atriums durch eine Ablation des Vorhofflimmerns ist mit einer Zunahme
der LVEF (von im Durchschnitt 15 %) assoziiert (Anter et al., 2009). Die

pharmakologische oder endokrine Modulation der atrialen Funktion und atrialen
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funktionellen Reserve im Rahmen einer ventrikularen Dysfunktion kann aus diesem
Grund einen wertvollen Beitrag zu einer verbesserten Auswurfleistung und Funktion

des Ventrikels leisten.

1.2.2 Diagnostische und prognostische Rolle der Atrien

Aufgrund ihres Einflusses auf die kardiale Funktion kann die Untersuchung der atrialen
Funktion auch als diagnostisches oder prognostisches Kriterium herangezogen
werden. Der linksatriale Volumenindex (LAVI) ist ein unabh&ngiger Pradiktor
kardiovaskularer Ereignisse (u.a. Vorhofflimmern, Herzinsuffizienz, Myokardinfarkt
und Schlaganfall) (Tsang et al., 2003).

Patient:innen mit chronischer Herzinsuffizienz weisen in etwa 50 % der Falle eine
VergroBerung des LA auf (Hohendanner et al., 2018). Je nach Herzinsuffizienz-
Phanotyp (siehe 1.1.3) lassen sich zudem unterschiedliche Veranderungen am linken
Atrium feststellen: Eine HFrEF ist eher mit einem exzentrischen atrialen Remodelling
und systolischer atrialer Dysfunktion assoziiert, wahrend bei HFpEF eher eine
Erh6hung der atrialen Steifheit und eine erhéhte atriale Druckpulsatilitat zu messen ist
(Melenovsky et al., 2015). In kardialen MRT Untersuchungen konnte zudem gezeigt
werden, dass Patient:innen mit neuaufgetretener Herzinsuffizienz bereits vor dem
Auftreten erster Symptome eine Verminderung des Peak Longitudinal Strains im LA

und einen erhdhten minimalen LAVI zeigen (Habibi et al., 2014).

Ein erhdhter LAVI, vor allem in Kombination mit einer verminderten linksatrialen
Ejektionsfraktion (LAEF), ist aul3erdem als Risikofaktor fir das Neuauftreten von
Vorhofflimmern bzw. Vorhofflattern beschrieben worden (Abhayaratna et al., 2008).
Zudem sind die Erfolgsaussichten einer Kardioversion bzw. einer Ablation eines
bestehenden Vorhofflimmerns ebenfalls mit der atrialen Funktion (gemessen durch
den atrialen Strain sowie die atriale Strain Rate) assoziiert. Hohere Werte beider
Parameter sind durch einen deutlich héheren Langzeitbehandlungserfolg nach der

jeweiligen Intervention gekennzeichnet (Salvo et al., 2005; Schneider et al., 2008).

Neben LA Veranderungen sind auch RA Volumenveranderungen von diagnostischer
Relevanz. Es konnte gezeigt werden, dass der echokardiographisch bestimmte

rechtsatriale Volumenindex (RAVI) bei der Vorhersage eines Wiederauftretens von
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Vorhoffimmern sechs Monate nach Kardioversion dem links- und biatrialen
Volumenindex Uberlegen war (Luong et al.,, 2015). Zudem korreliert der RAVI
signifikant mit der systolischen rechtsventrikularen Funktion und kann somit als
Parameter fUr die systolische rechtsventrikulare Dysfunktion bei Patient:innen mit
chronischer Herzinsuffizienz angesehen werden (Sallach et al., 2009).

Trotz des zuvor beschriebenen Zusammenhangs zwischen atrialer Funktion und
ventrikularer Auswurfleistung ist der Einfluss einer Herzinsuffizienz-Pharmakotherapie
auf die Verbesserung der atrialen Funktion bisher nur in wenigen Studien mit geringer
Stichprobengrol3e untersucht worden. In einer Studie an hypertensiven Patient:innen
konnte beispielsweise gezeigt werden, dass eine Inhibition des Renin-Angiotensin-
Aldosteron Systems (RAAS) durch ACE-Hemmer und AT2-Blocker zu einer
Verbesserung der kontraktilen Funktion des LA (gemessen als LA Strain und Strain
Rate) fuhrt (Dimitroula et al., 2010). Bei Patient:innen nach Myokardinfarkt wurde
zudem eine Verbesserung der LA EF (um 4 %) durch Spironolacton nachgewiesen
(Kayrak et al., 2010). Eine Therapie mit 3-Blockern hingegen fuhrte in einer Studie von
Sardana et al. bei Patient:innen mit Hypertonus zu einer Einschrankung der LA
Funktion in allen Phasen des atrialen Kontraktionszyklus (Sardana et al., 2017). In
einer Gruppe von Patientiinnen mit Vorhoffimmern wurde die Wirkung von
Sacubitril/Valsartan auf die LA Funktion untersucht. Im Vergleich zu einer reinen
RAAS-Inhibition fihrte die ARNI-Therapie zu einer Erhéhung der LAEF und dem LA
peak systolic strain (Suo et al., 2019).

Aufgrund der zentralen Rolle der Atrien bei der Aufrechterhaltung der ventrikularen
Funktion und ihrer grof3en Rolle als prognostischer Parameter mussen
pharmakologische und endokrine Mechanismen zur Funktionsverbesserung der Atrien
dringend in zukilnftigen Studien detailliert untersucht werden. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit soll in diesem Kontext insbesondere untersucht werden, inwieweit
ARNIs in-vitro akute Effekte auf die atriale funktionelle Reserve (mit Fokus auf
Inotropie und Lusitropie) entfalten, und ob diese Effekte durch die direkte Erhéhung

der Gewebskonzentration des B-Typ Natriuretischen Peptids erklart werden kénnen.
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1.3 Elektromechanische Kopplung des Herzens
1.3.1 Allgemein

Der Begriff elektromechanische Kopplung (EMK) beschreibt die Umsetzung eines
elektrischen Stimulus in eine mechanische Reaktion in Kardiomyozyten und anderen
kontraktilen Zellen. Die EMK bildet somit die Grundlage der Initiation der
mechanischen Kontraktion des Herzens. Fir diesen Prozess ist insbesondere die
Veranderung der zytosolischen Ca2*-Spiegel von grof3er Bedeutung (Bers, 2002;
Gambardella et al., 2018).

Durch die rhythmische und spontane Depolarisation des Sinusknotens, welcher im
oberen Teil des RA in der Nahe der Mindung der Vena Cava Superior lokalisiert ist,
wird die atriale und ventrikulare Kontraktion im Sinusrhythmus eingeleitet. Ausgehend
von seiner Lokalisation im rechten Vorhof breitet sich das elektrische Signal dann
entlang des spezifischen Leitungssystems des Herzens auf die Atrien und Ventrikel
aus (Choudhury et al., 2015; Kashou et al., 2021). Die endstandige, lokale
Erregungsfortleitung zwischen einzelnen Kardiomyozyten ist schlie3lich stark von der
Verbindung der Zellen durch Gap Junctions (GJ) abhangig. Die GJ werden von
Transmembranproteinen, den Connexinen, gebildet, wobei besonders Connexin 43 im
adulten, humanen Myokard vorherrschend exprimiert ist (Gros und Jongsma, 1996).
Durch die enge Verbindung der einzelnen Kardiomyozyten durch GJ entsteht ein

funktionelles Synzytium, welches eine geregelte Kontraktion des Herzens erméglicht.

Das sich entlang der Zellmembran (Sarkolemm) der Kardiomyozyten ausbreitende
Aktionspotential trifft wahrend der Fortleitung auf die Transversal-Tubuli (T-Tubuli),
welche spezialisierte Einstilpungen der Zellmembran darstellen und sich tief in den
intrazellularen Raum der Kardiomyozyten erstecken. Die T-Tubuli sind insbesondere
entlang der Z-Scheiben der Myofilamente angeordnet und befinden sich in direkter
raumlicher Nahe zu den terminalen Zisternen des sarkoplasmatischen Retikulums
(SR), welche den intrazellularen Speicherort von Ca2*-lonen darstellen (Gambardella
et al., 2018; Hong und Shaw, 2017). Aufgrund der engen raumlichen Anordnung von
T-Tubuli und terminalen Zisternen und ihrem funktionellem Zusammenspiel wird der
Verbund beider Organellen in Kardiomyozyten als Dyade bezeichnet (Hong und Shaw,

2017). Abbildung 1-2 zeigt die zugehorige schematische Ubersicht.
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Abbildung 1-2: Calciumtransport in ventrikularen Kardiomyozyten

Ca: Calcium; Na: Natrium; K: Kalium; H: Wasserstoff, NCX: Natrium-Calcium-Austauscher; ATP:
ATPase; PLB: Phospholamban; SR: sarkoplasmatisches Retikulum; RyR: Ryanodin Rezeptor; Ica: Ca?*-
Einwartsstrom, AP: Aktionspotential, [Ca]i: intrazellulares Calcium (modifiziert aus Abbildung 1 in Bers
DM. Cardiac excitation—contraction coupling. Nature. 2002;415(6868):198-205. doi:10.1038/415198a,;
Lizenznummer: 5185900258373)

An der Dyade spielt sich mit der Calcium-induzierten Calciumfreisetzung (CICR) einer
der zentralen Schritte der Umwandlung des Aktionspotentials in eine mechanische
Kontraktion ab. Im Rahmen der CICR wird durch den Einstrom einer geringen Menge
Ca?*-lonen von extrazellular nach intrazellular die Freisetzung einer groReren Menge
Ca?*-lonen aus dem intrazellularen SR eingeleitet (Fabiato, 1983; Fabiato und Fabiato,
1979, 1975). Im Detail laufen folgende Prozesse ab: Die durch das Aktionspotential
bedingte Depolarisation des Sarkolemm bewirkt eine Erhéhung der
Offnungswahrscheinlichkeit der auf den T-Tubuli lokalisierten, spannungsgesteuerten
L-Typ Calcium-Kanélen (LTCC) vor allem wahrend der Plateauphase des kardialen
Aktionspotentials, wodurch es zum Einstrom einer geringen Menge Ca?*-lonen in die
Zelle kommt (Bers und Perez-Reyes, 1999; Fabiato und Fabiato, 1979). Diese Ca?*-
lonen binden intrazellular an den im Myokard vorherrschenden Subtyp 2 des Ryanodin
Rezeptors (RyR2), welcher am SR lokalisiert ist, was die Freisetzung einer grol3eren
Menge Ca?*-lonen aus dem SR in das Zytosol bewirkt (Bers und Perez-Reyes, 1999;

Nakai et al., 1997) (Abbildung 1-2). Diese Potenzierung der Calciumfreisetzung aus
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dem SR lasst sich unter anderem dadurch erklaren, dass die von jedem LTCC
freigesetzten Ca?*-lonen 4-6 RyR2 aktivieren kdnnen, welche sich meist in direkter
Néahe des LTCC befinden (Wang et al., 2001). Insgesamt kommt es so zu einer rapiden
Erhohung des zytoplasmatischen Calciumgehalts von 100 nM auf 1-10 uM (Evenas et
al., 1998; Marks, 2003).

Diese zytoplasmatischen Ca?*-lonen binden in einem nachsten Schritt an Troponin C,
welches die Calcium-bindende Untereinheit des Troponin-Komplexes darstellt. Der
Troponin-Komplex besteht insgesamt aus drei funktionellen Untereinheiten: Troponin
C (der Calcium-bindenden Untereinheit), Troponin | (der inhibitorischen Untereinheit)
und Troponin T (der Tropomyosin-bindenden Untereinheit) (Cheng and Regnier,
2016). Bei Tropomyosin handelt es sich um ein Regulatorprotein, welches bei geringen
intrazellularen Calcium-Konzentrationen vom Troponin-Komplex so positioniert wird,
dass es die Bindung des Myosin-Kopfchens an die Aktinbindungsstellen sterisch
blockiert (de Tombe, 2003; Gambardella et al., 2018).

Die Calcium-Bindung an Troponin C induziert eine Konformationsanderung des
gesamten Troponinkomplexes, was eine Veranderung der Position von Tropomyosin
und so eine Freilegung der Myosin-Bindungsstellen auf dem Protein Aktin bewirkt
(Cheng und Regnier, 2016; Gambardella et al., 2018; Hanft et al., 2008). Dadurch ist
im Folgenden die Interaktion zwischen Aktin und Myosin moglich, welche die Basis
des Querbrtckenzyklus ist. Durch die vielfache Wiederholung dieses Zyklus, der auf
der Abscherung der Myosin-Képfchen unter Adenosin-Triphosphat (ATP)-Verbrauch
entlang des Aktins und dem Aufbau einer neuen Bindung beruht, gleiten die
Myofilamente Gbereinander (de Tombe, 2003; Gambardella et al., 2018). Dies fuhrt in
der Summe zu einer Verkirzung der einzelnen Muskelzelle und zu einer Kontraktion

des Myokards.

Um nach dem Ende der Systole eine Relaxation der Muskelzellen zu ermdglichen,
muss die Konzentration der zytoplasmatischen Ca?*-lonen wieder auf die
Ausgangskonzentration von etwa 100 nM reduziert werden. Die Calcium-Pumpe
SERCA (Calcium-ATPase des sarkoplasmatischen und endoplasmatischen
Retikulums) entfernt etwa 70 % der Ca?*-lonen aus dem Zytoplasma und transportiert
sie unter ATP-Verbrauch wieder zuriick in das SR, wo sie flr den nachsten Zyklus der

CICR zur Verfligung stehen. Weitere 28 % der zytoplasmatischen Ca?*-lonen werden
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durch den Natrium-Calcium-Austauscher (NCX) in den Extrazellularraum transportiert.
Dabei werden drei Natrium-lonen gegen ein Ca?*-lon ausgetauscht (Bers, 2006,
2002). Die verbleibenden 2 % werden zu etwa gleichen Teilen durch langsamere
Transporter aus dem Zytoplasma entfernt: Es handelt sich dabei um die sarkolemmale
Calcium-ATPase, welche Ca?*-lonen unter ATP-Verbrauch in den Extrazellularraum
transportiert und den mitochondrialen Calcium-Uniporter, welcher Ca?*-lonen in die
Mitochondrien verschiebt (Bers, 2006, 2002) (siehe Abbildung 1-2).

1.3.2 Atriale Besonderheiten

Da im Rahmen der vorliegenden Arbeit atriale Myokardbiopsien untersucht wurden,
werden im Folgenden einige zellulare und funktionelle Besonderheiten des atrialen
Myokards dargelegt. Funktionell ist die Kontraktions- und Relaxationszeit atrialer
Kardiomyozyten im Vergleich zum Ventrikel deutlich verktrzt (Bootman et al., 2006;
Goette et al., 2017). Zudem zeigt atriales Myokard eine geringere Kraftentwicklung als
der Ventrikel; ein kirzere Calcium-Transienten-Dauer im Atrium ist ebenfalls in der
Literatur beschrieben (Bootman et al., 2006; Goette et al., 2017). Die Expression der
SERCAZ2a im atrialen Myokard ist um etwa den Faktor zwei gegentiber dem Ventrikel
erhoht; zusatzlich dazu ist der SERCA-Inhibitor Phospholamban weniger stark im
Atrium als im Ventrikel exprimiert. Dies erklart die im Vergleich zum ventrikularen
Myokard insgesamt deutlich erhdhte Aktivitat der SERCA2a im Atrium (Blatter et al.,
2021; Goette et al., 2017). Im atrialen Myokard ist weiterhin die Expression der
Einwértsgleichrichter-Kalium-Spannung (lk1) im Vergleich zum Ventrikel vermindert,
was unter anderem das weniger negative Ruhemembranpotential und die langsamere
Repolarisation in der Phase 3 des Aktionspotentials im Atrium erklart (Blatter et al.,
2021; Goette et al., 2017). AuRBerdem ist in atrialen Kardiomyozyten neben Connexin-
43 (im Ventrikel fast ausschlief3lich exprimiert) auch Connexin-40 stark in die Zell-Zell-
Kontakte involviert (Blatter et al., 2021; Goette et al., 2017).
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Einer der grof3ten Unterschiede zwischen atrialen und ventrikularen Kardiomyozyten
ist die Struktur des T-Tubuli-Systems. Wahrend ventrikulare Kardiomyozyten tber ein
ausgepragtes, symmetrisches T-Tubuli-Raster verfigen, sind die T-Tubuli in den
Atrien deutlich geringer und asymmetrischer ausgeprégt (siehe Abbildung 1-3) (Blatter
et al., 2021). Dies hat zur Folge, dass die Calcium-Freisetzung in atrialen
Kardiomyozyten lokal sehr heterogen und variabel ist. Die Erhéhung der intrazelluléaren
Calcium-Konzentration in den Atrien kann durch das Fehlen von T-Tubuli vorwiegend
nur oberflachennah in der Peripherie der Zelle durch den LTCC initilert werden.
Folglich kommt es zu einer zentripetalen (einer von peripher nach zentral ablaufenden)
Freisetzung von Calcium, welche auf einer Diffusion des Calciums in das Zentrum der
Zelle mit einer RyR2-vermittelten CICR in zunehmend zentraleren Regionen der Zelle
beruht (Blatter et al., 2021; Bootman et al., 2006; Goette et al., 2017). Diese
intrazellulare Fortleitung des Calcium-Signals ist schlie3lich auch die Basis der zuvor
beschriebenen Heterogenitat der intrazellularen Calcium-Freisetzung und erklart das
Entstehen von intrazellularen Calcium-Gradienten in atrialen Kardiomyozyten (Blatter
et al., 2021; Bootman et al., 2006; Goette et al., 2017). Da aufgrund des weitgehenden
Fehlens der T-Tubuli nur in den peripheren Regionen der atrialen Kardiomyozyten eine
ausreichende Dichte des NXC vorliegt, beruht die Uberwiegende Mehrheit der

intrazellularen Calcium-Elimination folglich auf der SERCA2a (Blatter et al., 2021).

Ventricle Atrium

Abbildung 1-3:
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme
der T-Tubuli in ventrikuléaren und atrialen
Kardiomyozyten

Membranfarbung einzelner ventrikularer
und atrialer Kardiomyozyten mit dem
Fluoreszenz-Farbstoff Di-8-ANEPPS. In der
ventrikularen Herzmuskelzelle (links) ist der
regelmafige Verlauf der T-Tubuli deutlich
erkennbar, wahrend in der atrialen Zelle
(rechts) keine T-Tubuli gezeigt werden
konnten. (modifiziert aus Abbildung 1 in
Blatter LA, Kanaporis G, Martinez-
Hernandez E, Oropeza-Almazan Y, Banach
K. Excitation-contraction coupling and
calcium release in atrial muscle. Pflugers
Arch. 2021;473(3):317-329.
doi:10.1007/s00424-020-02506-x ;
Lizenznummer: 5191431452584)
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1.4 Vorhofflimmern

Neben ihrer Rolle in der ventrikularen Fillung und als Impulsgeber der mechanischen
Herzaktion kdnnen die Vorhofe auch Ursprung einer Arrhythmie des Herzens sein. Der
Begriff Arrhythmie beschreibt dabei eine Abweichung des Herzschlags von der
regularen elektrischen Aktivierung oder der Reizweiterleitung, wie sie im
Sinusrhythmus Ublicherweise auftritt. Die weltweit haufigste Arrhythmie ist das
Vorhofflimmern (VHF) mit weltweit 43,6 Mio. Erkrankten (Hindricks et al., 2021). Bei
dem VHF handelt es sich um eine supraventrikulare Tachyarrhythmie, welche mit einer
unkoordinierten atrialen elektrischen Aktivierung auf der Basis von kreisenden
Erregungen assoziiert ist. Folge dieser irregularen Aktivierung ist eine ineffektive
atriale Kontraktion und eine unregelmaRige Uberleitung der atrialen Depolarisation auf
die Ventrikel, was zu einer arrhythmischen ventrikularen Aktivierung und Kontraktion
fuhrt. Dies ist durch unregelméafiige R-R Intervalle auf dem 12-Kanal EKG gut sichtbar
(Heijman et al., 2014; Hindricks et al., 2021). VHF und Herzinsuffizienz weisen viele
gemeinsame Risikofaktoren auf. Neben diesen allgemeinen kardialen Risikofaktoren
(siehe 1.1.1) begunstigen auch parasympathische und sympathische Stimuli das
Auftreten von VHF (Chen et al., 2014). Insgesamt ist in den letzten Jahrzehnten ein
deutlicher Anstieg der Pravalenz von VHF beobachtet worden, welcher sich durch den
demographischen Wandel in Zukunft voraussichtlich noch weiter verstarken wird. Im
Jahr 2010 lag die Pravalenz von VHF in Europa bei Erwachsenen >55 Jahren bei
geschatzt 8,8 Mio.; ein weiterer Anstieg auf 17,9 Mio. Erkrankte bis zum Jahr 2060
wird aktuell prognostiziert (Benjamin et al., 2019). Die Pravalenz des VHF in
Deutschland wurde in der populationsbasierten Guttenberg Health Studie mit 10.000
erwachsenen Teilnehmer:innen mit 3,1 % beziffert (Schnabel et al., 2015). Dies deckt
sich mit der von Benjamin et al. im Jahr 2019 gezeigten Pravalenz von 2 bis 4 % bei
Erwachsenen (Benjamin et al.,, 2019). Bereits aktuell ist in der europaischen
Bevdlkerung ein Lebenszeit-Risiko fir die Entwicklung von VHF von etwa 33 %

anzunehmen (Benjamin et al., 2019).

In der aktuellen Leitlinie fir VHF aus dem Jahr 2020 werden finf verschiedene Klassen
des VHFs unterschieden (Hindricks et al., 2021):

e Erstmalig-diagnostiziertes VHF: bisher nicht-diagnostiziertes VHF, unabhangig

von Dauer und Symptomatik.
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e Paroxysmales VHF: VHF, welches entweder spontan oder durch Intervention

innerhalb von 7 Tagen nach Beginn des VHF konvertiert.

e Persistierendes VHF: VHF, welches Uber 7 Tage hinaus andauert und dann

konvertiert oder durch Intervention terminiert wird.

e Lang-andauerndes persistierendes VHF: kontinuierliches VHF, welches tber

>12 Monate andauerte, bevor eine Rhythmus-Kontrolle angestrebt wird.

e Permanentes VHF: VHF, bei welchem keine weiteren Versuche der

Wiederherstellung eines Sinusrhythmus unternommen werden.

Therapeutisch kann entweder eine Frequenzkontrolle (mit Reduktion der Herzfrequenz
und gleichzeitiger Antikoagulation) oder eine Rhythmuskontrolle (mit elektrischer oder
medikamentoser Kardioversion oder diversen Ablationsstrategien) vorgenommen
werden (Hindricks et al., 2021). Eine Arbeit aus dem Jahr 2020 deutete an, dass
insbesondere die frihe Rhythmuskontrolle durch Behandlung mit Antiarrhythmika oder
durch Ablationstherapie zu einer Verminderung von kardiovaskularen Ereignissen
fuhrt (Kirchhof et al., 2020).

Ein VHF ist generell mit einer erhéhten Mortalitat (RR: 1,95) und einem erhéhten Risiko
fur die Entwicklung einer Herzinsuffizienz (RR: 4,62) assoziiert (Ruddox et al., 2017).
Insbesondere Frauen haben ein erhdhtes Risiko bei einer VHF-Erkrankung zu

versterben (RR: 1,12 gegenuber Mannern) (Benjamin et al., 2019).

Aufgrund der gemeinsamen Risikofaktoren von VHF und Herzinsuffizienz ist ein
gleichzeitiges Auftreten sehr haufig. Bei vorbestehendem VHF oder vorbestehender
Herzinsuffizienz entwickeln etwa 40 % der Patient:innen in der Folge auch die jeweils
andere Erkrankung (Benjamin et al., 2019). Das zusatzliche Auftreten von
Herzinsuffizienz bei vorbestehendem VHF oder das Auftreten von VHF bei
vorbestehender Herzinsuffizienz ist dabei mit einer deutlich erhohten Mortalitat
assoziiert (Wang et al., 2003). In einer Arbeit von Marijon et al. aus dem Jahr 2013
konnte gezeigt werden, dass 61 % der Patientinnen mit VHF an einer
kardiovaskularen Ursache versterben, wobei der plétzliche Herztod (22,25 %) und
eine fortschreitende Herzinsuffizienz (15,1 %) prozentual deutlich vor dem
ischamischen Schlaganfall (7 %) liegen. Eine Herzinsuffizienz stellte mit einem

Hazard-Ratio von 3,02 den gréf3ten individuellen Pradiktor der kardialen Mortalitéat von
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Patient:innen mit VHF dar (Marijon et al., 2013). Eine gezielte Therapie und Pravention
des VHF st folglich bei Patientiinnen mit Herzinsuffizienz von prognostisch

herausragender Bedeutung.

Inwieweit neue Therapien der Herzinsuffizienz auf Gewebsebene jedoch Einfluss auf
das (Neu)-Auftreten und die Kontrolle von VHF haben, wurde bisher noch
unzureichend untersucht. Aus diesem Grund wird in der vorliegenden Arbeit ebenfalls
untersucht, in wieweit eine ARNI-Therapie antiarrhythmische Effekte in einem atrialen
in-vitro Modell unter adrenerger (proarrhythmischer) Stimulation und bei variierenden
Stimulationsfrequenzen entfaltet. AuRerdem wird die Frage untersucht werden, ob
potenzielle antiarrhythmische Effekte durch das B-Typ Natriuretische Peptid bedingt
werden. Diese Ergebnisse konnten schlussendlich das pathophysiologische
Verstandnis bezuglich einer ARNI-Therapie erweitern und so eine mechanistische

Grundlage zu einer gezielteren klinischen Anwendung der Medikamente liefern.

1.5 Einflussfaktoren der (atrialen) myokardialen Funktion

Die systolische myokardiale Funktion hangt entscheidend von der Kontraktionskraft
und der damit assoziierten Auswurfleistung des Herzens ab. Grundlegend spielen die
Vorlast des Herzens und die Herzfrequenz eine zentrale Rolle in der Regulation der
Kontraktilitat. Neben diesen intrinsischen Mechanismen spielen Hormone eine
herausragende Rolle in der Regulation der myokardialen Kontraktilitat. Im Folgenden
werden die im Rahmen dieser Arbeit relevanten Mechanismen und Hormonsysteme
exemplarisch diskutiert. Da die Natriuretischen Peptide eine zentrale Rolle in dieser

Arbeit einnehmen, werden sie im folgenden Kapitel separat besprochen.
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1.5.1 Frank-Starling-Mechanismus und Slow Force Response

Eine akute Zunahme der Kontraktionskraft durch die verstarkte Dehnung des
Myokards, etwa durch ein erhdhtes enddiastolisches Volumen in-vivo oder eine
artifizielle Gewebsdehnung in-vitro, wird als Frank-Starling-Mechanismus (FSM)
bezeichnet. Dies erlaubt eine kurzfristige Anpassung der Auswurfleistung an
veranderte Fullungszustande der jeweiligen Herzkammer. Die funktionelle Basis
dieses Mechanismus ist nicht vollstandig geklart und viele, teils Uberlappende,
Theorien sind beschrieben. Im Wesentlichen lassen sich jedoch zwei Mechanismen
abgrenzen: Zum einen wird durch die zunehmende Dehnung der Kardiomyozyten der
Abstand zwischen Aktin und Myosin im Sarkomer vermindert, was eine verbesserte
Interaktion und Uberlappung der Filamente erlaubt und somit in einer erhohte
Wahrscheinlichkeit fur die Querbricken-Bindungen resultiert, zum anderen fuhrt die
Dehnung zu einer Zunahme der Calcium-Sensitivitat der Myofibrillen und bewirkt so
ebenfalls eine Zunahme der Kontraktilitdt (Kawai und Jin, 2021; Moss und Fitzsimons,
2002). Der FSM ist sowohl im atrialen als auch im ventrikularen Myokard nachweisbar.
Dies erlaubt auch bei gesteigerter Vorlast eine adaquate atrioventrikulare Kopplung,
da durch den FSM eine Zunahme der atrialen Boosterpumpen-Funktion mdglich ist
(Anwar et al., 2007). Auf ventrikularer Ebene fuhrt die gesteigerte ventrikulare Fillung
dann, ebenfalls vermittelt durch den FSM, zu einer Erhdhung des Auswurfvolumens
der Ventrikel. In frihen Phasen einer Herzinsuffizienz kann durch eine Steigerung der
Vorlast eine Einschrankung der Pumpfunktion kompensiert werden. Mit Fortschreiten
der Herzinsuffizienz kommt es jedoch zu einer zunehmenden Einschrankung des FSM
mit einem Verlust der Anpassung an variierende Vorlasten (Anwar et al., 2007;
Schwinger et al., 1994).

Bei der Slow Force Response (SFR) handelt es sich um eine verzdgerte (zweite)
dehnungsabhéangige Zunahme der Kontraktionskraft, welche etwa in den ersten zehn
Minuten nach einer akuten Dehnung stattfindet. Die SFR tritt, wie der FSM, ebenfalls
in atrialem und ventrikularem Myokard auf. Die physiologischen Grundlagen der
Beeinflussung der SFR sind vielfaltig. So tragen die dehnungsabhangige Freisetzung
von Peptiden (z.B. Angiotensin Il), die Aktivierung dehnungsabhéngiger Kationen-
Kanale, die Aktivierung weiterer lonen-Kandle (z.B. NCX, Na*/H*-Austauscher) und
weitere Faktoren (z.B. NO) zur SFR-Regulation bei (Kockskamper et al., 2008; Von
Lewinski et al., 2004).
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1.5.2 Kraft-Frequenz-Kopplung

Auch durch die Herzfrequenz kann die Kontraktionskraft reguliert werden: Mit
zunehmender Herzfrequenz steigt die entwickelte Kraft zunéchst an, bevor sie bei
einer Frequenz von etwa 1,5 Hz atrial (Schotten et al., 2002; Schwinger et al., 1993)
und 2,5 Hz ventrikular (Pieske et al., 1996; Schwinger et al., 1993) ihr Maximum
erreicht und danach wieder abfallt. Dieser Mechanismus wird auch als Kraft-Frequenz-
Beziehung oder Bowditch-Effekt bezeichnet (Bowditch, 1871). Ursachlich dafur ist
unter anderem die frequenzabhéngige Zunahme der intrazellularen Calcium-
Transienten und eine Zunahme des Calcium-Gehalts des SR (Maier et al., 2000;
Pieske et al., 1995). Diese positive Kraft-Frequenz-Beziehung ist jedoch bei der
Herzinsuffizienz aufgehoben; in diesem Fall kommt es mit zunehmender Herzfrequenz
bzw. Stimulationsfrequenz zu einer Verminderung der entwickelten Kontraktionskraft
(Pieske et al., 1996, 1995).

1.5.3 Katecholamine (Adrenalin und Noradrenalin)

Bei den Katecholaminen Dopamin, Adrenalin und Noradrenalin handelt es sich um
biogene Amine, welche in ihrer biochemischen Struktur eine 3,4-Dihydroxyphenyl-
Gruppe (Catechol-Gruppe) gemeinsam haben (Nagatsu, 2007). Insbesondere ihre
Bindung an die a- und B-Adrenorezeptoren (AR) ist fur die Entstehung ihrer Wirkung

im Korper relevant.

Die B-AR gehoren zur Gruppe der G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR) und
bestehen aus sieben Transmembran Alpha-Helices. Der B-1-AR ist hauptsachlich im
Herzen exprimiert und macht etwa 75 bis 80 % der kardialen 3-ARs aus. Die restlichen
20 bis 25 % der B-ARs des Herzens sind auf den B-2-AR zuriickzufuhren
(Madamanchi, 2007). Vor allem Adrenalin und Noradrenalin sind nattrliche Agonisten

aller B-ARs im menschlichen Korper.

Eine Bindung von (Nor-)Adrenalin an den kardialen B-1-AR fuhrt zu einer
Konformationsdnderung des Rezeptors und einer daraus resultierenden Interaktion
mit den aus drei Untereinheiten aufgebauten intrazellularen Gs-Proteinen
(stimulierende G-Proteine). Die Alpha-Untereinheit des G-Proteins bewirkt dabei eine

Aktivierung der Adenylatzyklase, welche den ,second messenger' cAMP (zyklisches
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Adenosin-Monophosphat) bildet. Dies fihrt zu einem Anstieg der intrazellularen cAMP-
Konzentration und einer daraus resultierenden Aktivierung der cAMP-abhéangigen
Proteinkinase A (PKA) (Madamanchi, 2007). Die PKA phosphoryliert schlie3lich
diverse in den kardialen Kontraktionszyklus involvierte intrazellulare Proteine,
beispielsweise Phospholamban, LTCC, RyR2, Troponin | oder Myosin-Bindeprotein C
(Bers, 2002). Dies fuhrt zu einer Zunahme der myokardialen Kraftentwicklung

(Inotropie) und der myokardialen Relaxationsgeschwindigkeit (Lusitropie).

Der positiv-inotrope Effekt der PKA Aktivierung wird durch die Erh6hung der
intrazellularen Calcium-Konzentration (beispielsweise durch die Phosphorylierung der
LTCC oder des RyR2) und durch einer erhdhte Verfigbarkeit von Calcium aus dem
SR vermittelt (Bers, 2002). Der positiv-lusitrope Effekt der PKA Aktivierung ist unter
anderem auf die Phosphorylierung von Phospholamban und Troponin |
zurtckzufihren. Die Phospholamban-Phosphorylierung fuhrt zu einer beschleunigten
Calcium-Wiederaufnahme in das SR Uber die SERCA2a und tragt somit auch zur
Erhohung des SR-Calciumgehalts bei. Die Troponin | Phosphorylierung fihrt zudem
zu einer Verminderung der Myofilament-Sensitivitat und bewirkt dadurch eine
beschleunigte Dissoziierung des Calciums von den Myofilamenten. Insgesamt bewirkt
die PKA Aktivierung durch diese Mechanismen eine Beschleunigung und Erhéhung

der Calcium-Transienten-Amplitude (Bers, 2002).

Im Rahmen einer Herzinsuffizienz kommt es zu einer Verminderung der B-AR
Expression im atrialen und ventrikularen Myokard. Interessanterweise fuhrt dies im
Ventrikel zu einer abgeschwéachten Kraftzunahme bei zunehmenden Konzentrationen
eines 3-AR Agonisten im Vergleich zum gesunden Myokard; diese Kraftzunahme ist
jedoch im Atrium auch bei Herzinsuffizienz vollstandig erhalten (Schwinger et al.,
1991). Aus diesem Grund ist im humanen Atrium das Vorhandensein einer B-AR
Reserve wahrscheinlich, welches auch den absoluten Verlust von Rezeptoren bei
fortschreitender Herzinsuffizienz funktionell kompensieren kann (Schwinger et al.,
1991). In wieweit die funktionelle, adrenerge Reserve des atrialen Myokards durch
endokrine oder parakrine Faktoren oder Medikamente moduliert wird, ist bisher nur
unzureichend bekannt. Der Effekt von BNP und Sacubitrilat/\VValsartan auf die atriale
funktionelle Reserve soll aus diesem Grund im Rahmen der vorliegenden Promotion

untersucht werden.
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1.5.4 Angiotensin Il

Angiotensin Il (AT2) ist ein Peptidhormon, welches aus acht Aminosauren aufgebaut
ist und aus dem Prakursor Angiotensinogen hervorgeht (Santos et al., 2019). Es ist
integraler Bestandteil des RAAS und bindet unter anderem an den AT2 Rezeptor Typ
1 (AT1R). Bei diesem Rezeptor handelt es sich ebenfalls um einen Membranrezeptor
mit sieben Transmembrandomé&nen, welcher seine Wirkung durch Interaktion mit
einem G-Protein entfaltet. Die so ausgeldsten intrazellularen Signalwege umfassen
unter anderem eine Aktivierung der Phospholipase C mit einer Steigerung der
intrazellularen Calciumkonzentration Uber Inositol-Triphosphat und eine Aktivierung
der Janus-Kinase (Sparks et al.,, 2014). Die vielfaltigen AT2-Signalwege sind im
Myokard mit oxidativem Stress, Zellhypertrophie, Fibrose und einer subklinischen
Inflammation assoziiert (Ruzicka und Leenen, 1999; Santos et al., 2019; Szczepanska-
Sadowska et al., 2018). Neben AT2 liegen innerhalb des Myokards auch alle weiteren
Bestandteile des RAAS vor. AT2 wird im Herzen in intrazellularen Granulae
gespeichert und durch Dehnung des Myokards freigesetzt, wodurch es parakrine
Effekte am Myokard entfaltet (Sadoshima et al., 1993; Schuijt und Danser, 2002). Der
Abbau von AT2 wird durch Peptidasen wie Neprilysin oder Angiotensin Converting
Enzym 2 vermittelt (Hubers und Brown, 2016; Sparks et al., 2014).

Im Rahmen einer Herzinsuffizienz kommt es zu einer kompensatorischen (jedoch
aufgrund der zuvor dargelegten Effekten maladaptiven) Erhéhung der Aktivitat des
RAAS (Altamish et al.,, 2020). In funktionellen Untersuchungen an multizellularen
myokardialen Praparationen (Muskelstreifen) konnte interessanterweise gezeigt
werden, dass AT2 eine Zunahme der entwickelten systolischen Kraft in atrialen aber
nicht in ventrikularen Muskelpréaparaten bewirkt (Holubarsch et al., 1993; von Lewinski
et al., 2008). Castor-Chaves et al. beschreiben zudem eine Abnahme der diastolischen
Spannung durch AT2-Behandlung (Castro-Chaves et al., 2009). Inwieweit eine
erhohte Gewebskonzentration von AT2 durch einen reduzierten Abbau des
endogenen AT2 durch Neprilysin-Blockade in-vitro jedoch positive oder negative

funktionelle Effekte entfaltet, ist bisher noch unzureichend untersucht worden.
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1.5.5 Endothelin 1 und Bradykinin

Bei Endothelin-1 (ET-1) und bei Bradykinin handelt es sich ebenfalls um vasoaktive
Peptide, welche wie die bereits zuvor diskutierten Signalstoffe ihre jeweilige Wirkung
Uber einen G-Protein gekoppelten Rezeptor mit sieben Transmembrandomanen

ausuben (Davenport et al., 2016; Golias et al., 2007).

ET-1 ist ein vasokonstriktorisches Peptid, welches vor allem von endothelialen Zellen
sekretiert wird. Es wird jedoch auch von anderen Zellen im kardiovaskularen System
produziert, beispielsweise Kardiomyozyten oder glatten Muskelzellen. Die Bindung
von ET-1 an den Endothelin-Rezeptor A (ETA), welcher vor allem in Herz und Lungen
exprimiert ist, fuhrt zu einer Aktivierung der Phospholipase C und einer daraus
resultierenden Bildung der second messenger Inositol-Triphosphat und Diacylglycerol.
Diese wiederum bewirken eine intrazellulare Calcium-Freisetzung und eine Aktivierung
der Proteinkinase C (Davenport et al., 2016; Marasciulo et al., 2006). ET-1 hat folglich
eine positiv-inotrope Wirkung auf das Myokard, ist jedoch auch mit myokardialer

Hypertrophie und Fibrose assoziiert (Davenport et al., 2016).

Bradykinin auf der anderen Seite fihrt in-vivo zu einer Vasodilatation und einer
gleichzeitigen Zunahme der GefalBpermeabilitat (Golias et al., 2007; Hillmeister und
Bondke Persson, 2020). Es liegt vor allem im Koérpergewebe und weniger im
Blutplasma vor und wird durch enzymatische Aktivierung von Kallikreinen aus
Kininogen-Vorlaufern gebildet (Golias et al., 2007). Eine Bindung von Bradykinin an
den physiologisch vor allem vorliegenden Bradykinin-Rezeptor Typ 2 (B2 Rezeptor)
fuhrt zu einer Natriurese und bewirkt metabolische Anpassungen, welche einen
gewissen Schutz vor einer Ischamie-Reperfusions-Schadigung am Myokard bieten
(Golias et al., 2007; Hillmeister und Bondke Persson, 2020; Manolis et al., 2010;
Tschope et al., 2004). Eine Bindung an den B1 Rezeptor, welcher vor allem durch die
Wirkung inflammatorischer Mediatoren exprimiert wird, wird hingegen eher mit einer
schadlichen Wirkung am Myokard in Verbindung gebracht, wobei die Datenlage hierzu
nicht als eindeutig zu beurteilen ist (Golias et al., 2007; Hillmeister und Bondke
Persson, 2020; Manolis et al., 2010; Tschope et al., 2004). Insgesamt ist die
biologische Stabilitat des Bradykinin-Molekils im menschlichen Kérper durch den
schnellen Abbau durch das Angiotensin-Converting-Enzym (ACE) oder durch

Neprilysin begrenzt (Golias et al., 2007; Hillmeister und Bondke Persson, 2020).
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1.6 Natriuretische Peptide (NPs) und das Neprilysin-System
1.6.1 Allgemein

Die Gruppe der Natriuretischen Peptide (NP) umfasst bisher drei bekannte Typen,
welche zwischen 1981 und 1990 identifiziert wurden: das Atriale Natriuretische Peptid
(ANP), das Brain Natriuretic Peptide oder B-Typ natriuretische Peptid (BNP) und das
C-Typ natriuretische Peptid (CNP) (de Bold et al., 1981; Sudoh et al., 1990, 1988). Bei
den NPs handelt es sich um Peptidhormone, welche aus 28 (ANP), 32 (BNP) und 22
(CNP) Aminosauren aufgebaut sind (Fu et al., 2018). In ihrer Primarstruktur enthalten
alle NPs einen aus 17 Aminosauren bestehenden Ring, der fur ihre biologische
Aktivitdt von Bedeutung ist (Goetze et al., 2020). Da CNP am C-terminalen Ende
dieses Rings keine weiteren Aminosauren enthdalt, fehlen ihm die natriuretischen
Eigenschaften der anderen beiden NP Subtypen. Zudem wird es kaum von
Kardiomyozyten gebildet (Goetze et al., 2020), weswegen im Folgenden vor allem ein
Fokus auf ANP- und BNP-assoziierte Prozesse gelegt wird.

Klassischerweise wird die Produktion von ANP vor allem im Atrium verortet, wahrend
BNP als eher ventrikular synthetisiert angesehen wird (Kerkela et al., 2015). Im Plasma
gesunder Menschen liegt zudem die ANP-Konzentration Uber der BNP-Konzentration
(Mukoyama et al.,, 1991). Neuere Ubersichtsarbeiten zeigen jedoch, dass die
Produktion von ANP und BNP im physiologischen Zustand im Wesentlichen auf die
Atrien, insbesondere die Vorhofohren, begrenzt ist (Goetze et al., 2020). Erst im
Rahmen einer linksventrikularen Dysfunktion mit Druck- oder Volumeniberlastung des
linken Ventrikels kommt es zu einer zunehmenden Synthese und Ausschittung von
BNP (und ANP) aus ventrikularen Kardiomyozyten (Goetze et al., 2020). Beim
Vorliegen einer Herzinsuffizienz steigt folglich die Plasmakonzentration von BNP
relativ gesehen starker an als die Konzentration von ANP; die absolute
Plasmakonzentration von ANP lag in einer Studie an Patient:innen mit terminaler
Herzinsuffizienz jedoch weiterhin fast 40 % Uber der Konzentration von BNP (35621
ng/l vs. 259+57 ng/l) (Fu et al., 2018; Goetze et al., 2020; Ramos und de Bold, 2006).

Die vornehmlich atriale bzw. aurikulare Sekretion von NPs beruht auf einer
Besonderheit des atrialen Myokards: Dieses enthalt in grof3er Zahl Kardiomyozyten
vom sekretorisch-kontraktilen Phanotyp, dessen Zellorganellen speziell an die
Synthese und Sekretion von Polypeptidhormonen angepasst sind (Goetze et al.,

2020). Studien zur Rolle einer Neprilysin-Inhibition auf die myokardiale Funktion und
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Arrhythmogenese an atrialem Myokard sind aufgrund der hohen NP-Dichte in den

dortigen spezialisierten Kardiomyozyten folglich von besonderem Interesse.

1.6.2 Synthese und Freisetzung von NPs

Im menschlichen Korper sind die Gene fur die Prakursoren von ANP (NPPA) und BNP
(NPPB) auf Chromosom 1 lokalisiert. Beide Gene sind jeweils aus zwei Introns und
drei Exons aufgebaut. Die Expression der NP Gene wird vor allem durch endokrine
Stimuli wie etwa Endothelin-1 oder eine mechanische Belastung des Myokards
heraufreguliert (Gardner et al., 2007). In der Transkription von NPPA und NPPB spielt
dabei die GATA Transkriptionsfaktor-Familie (vor allem GATA-4 und GATA-6) eine
zentrale Rolle, welche an die Basensequenz A/TGATAA/G bindet und so zu einer
erhdohten Transkription dieser Prakursoren beitragt (Gardner et al., 2007). Die
Transkription und Translation des NPPA und NPPB Gens fuhrt zur Synthese der
jeweiligen Praprohormone von ANP und BNP (préaproANP und praproBNP). Durch
Signalpeptidasen werden diese Praprohormone in einem nachsten Schritt in proANP
und proBNP umgewandelt. Schlie3lich werden diese Prohormone durch die
Serinendoproteasen Corin und Furin in das N-terminale Prohormon (NT-proANP oder
NT-proBNP) und in das tatsachliche Peptidhormon (ANP oder BNP) aufgespalten.
Corin spielt dabei eine entscheidende Rolle in der Aufspaltung von proANP, wahrend
proBNP durch Corin oder Furin aufgespalten wird (Fu et al., 2018; Goetze et al., 2020;
Semenov et al., 2010). Ein schematischer Ablauf der Prozesse ist in Abbildung 1-4

dargestellt.

proANP und BNP werden im Anschluss gemeinsam in den Granula der sekretorisch-
kontraktilen atrialen Kardiomyozyten gespeichert und durch verschiedene Stimuli
freigesetzt: Peptidhormone wie ET-1 und AT2 bewirken beispielsweise eine
Freisetzung von NPs, welche durch Gq gekoppelte Rezeptoren vermittelt wird (Goetze
et al., 2020). Auch eine Behandlung mit dem 3-AR Agonisten Isoproterenol bewirkt in-
vitro eine direkte Freisetzung von ANP (Agnoletti et al., 1992). Zudem bewirkt eine
Dehnung des Myokards eine Freisetzung von NPs, welche durch Gio gekoppelte
Rezeptoren vermittelt wird (Agnoletti et al., 1992; Goetze et al., 2020; Kerkela et al.,
2015). FOr BNP ist schlie3lich ein Zytokin-abhangiger Sekretionsmechanismus

beschrieben, welcher mit diversen Zytokinen (wie bspw. Interleukin-1p oder -6) eine
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p38 Mitogen-aktivierte Proteinkinase Aktivierung gemeinsam hat (Fu et al., 2018;
Gardner et al., 2007; Goetze et al., 2020).
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Abbildung 1-4: Transkription, Translation und posttranslationale Modifikation des NPPA und
NPPB Gens — Synthese der NPs

ANP: Atriales Natriuretisches Peptid; BNP: B-Typ Natriuretisches Peptid, CNP: C-Typ Natriuretisches
Peptid, NPPA: Natriuretic Peptide Precursor A, NPPB: Natriuretic Peptide Precursor B

(modifiziert aus Abbildung 3 in Goetze JP, Bruneau BG, Ramos HR, Ogawa T, de Bold MK, de Bold AJ.
Cardiac natriuretic peptides. Nat Rev Cardiol. 2020;17(11):698-717. d0i:10.1038/s41569-020-0381-0;
Lizenznummer: 5206080427009)
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1.6.3 Funktion und Metabolismus von NPs

Die NPs entfalten ihre Wirkung durch Bindung an drei NP-spezifische Rezeptoren,
welche zur Gruppe der membrangebundenen Guanylatzyklasen (auch:
Guanylylzyklasen) gehoren: den NP Rezeptor Typ A (NPR-A), den NP Rezeptor Typ
B (NPR-B) und den NP Rezeptor Typ C (NPR-C) (Goetze et al., 2020). Der NPR-A
wird vornehmlich von ANP und BNP (mit groRerer Bindungsstarke fur ANP) aktiviert,
wahrend der NPR-B priméar durch die Bindung von CNP aktiviert wird (Fu et al., 2018;
Goetze et al., 2020). Beim NPR-C handelt es sich, basierend auf dem heuten
Wissensstand, vorwiegend um einen Rezeptor, welcher mit dem Abbau von NPs
assoziiert ist. Die Bindungsstarke von BNP an den NPR-C liegt bei nur 7 % der ANP
Bindung (Fu et al., 2018; Gardner et al., 2007; Goetze et al., 2020).
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Abbildung 1-5: Rezeptorsubtypen und Sighalwege der NP-Rezeptoren

NPR-A: NP Rezeptor Typ A, NPR-B: NP Rezeptor Typ B, NPR-C: NP Rezeptor Typ C, ANP: Atriales
Natriuretisches Peptid, BNP: B-Typ Natriuretisches Peptid, CNP: C-Typ Natriuretisches Peptid, ATP:
Adenosin-Triphosphat, cCAMP: zyklisches Adenosin-Monophosphat, GTP: Guanosin-Triphosphat,
cGMP: zyklisches Guanosin-Monophosphat

(Abbildung 6 aus Goetze JP, Bruneau BG, Ramos HR, Ogawa T, de Bold MK, de Bold AJ. Cardiac
natriuretic peptides. Nat Rev Cardiol. 2020;17(11):698-717. doi:10.1038/s41569-020-0381-0 ;
Lizenznummer: 5206470063309)

Die NPRs sind im ganzen Korper exprimiert, unter anderem auch auf Kardiomyozyten,
im Hirn und in den Nieren. Die Subtypen NPR-A und NPR-B sind aus einer
extrazellularen Ligandenbindungsdomane, einer Transmembrandomé&ne und einer
intrazellularen Doméane aufgebaut; letztere enthalt unter anderem auch die
Guanylatzyklasedoméne (siehe Abbildung 1-5) (Fu et al., 2018; Goetze et al., 2020).

Eine Ligandenbindung an den jeweiligen Rezeptor fihrt zu einer
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Konformationsanderung des Rezeptors mit einer damit einhergehenden Aktivierung
der intrazellularen Guanylatzyklasedomane und einer Umsetzung von Guanosin-
Triphosphat (GTP) zu zyklischem Guanosin-Monophosphat (cGMP) (Fu et al., 2018;
Gardner et al., 2007; Goetze et al., 2020). Die Zunahme der intrazellularen cGMP
Konzentration fuhrt zu einer Aktivierung der cGMP-abhangigen Proteinkinasen (PKG),
zur Aktivierung von cGMP abhéngigen lonenkanalen und zu einer Veranderung der
Aktivitat verschiedener cGMP regulierter Phosphodiesterasen (PDE), wie etwa PDE1,
PDE2 oder PDE3 (Fu et al., 2018; Goetze et al., 2020; Zaccolo und Movsesian, 2007).

NPs bewirken, wie aus der Namensgebung hervorgeht, primar eine Zunahme der
Natriurese und der allgemeinen Diurese, da durch die gesteigerten intrazelluléaren
cGMP Spiegel eine Inhibition des apikalen Natrium-Kanals und der basolateralen Na-
K-ATPase im Sammelrohr der Niere bewirkt wird (Fu et al., 2018; Kerkela et al., 2015).
Die NP-vermittelte Vasodilatation ist ebenfalls zu einem gewissen Teil von der
cGMP/PKG-Achse abhangig: in der glatten Muskulatur fuhrt die PKG durch die
Phosphorylierung verschiedener Substrate zu einer Verminderung der zytosolischen
Calcium-Konzentration, was eine Relaxation der glatten Muskulatur der Gefa3wande

und somit eine direkte Senkung des arteriellen Blutdrucks bewirkt (Goetze et al., 2020).

AulRerdem spielen NPs eine zentrale Rolle in der Suppression einer kardialen Fibrose
und Hypertrophie sowie im Allgemeinen bei Mechanismen des myokardialen Umbaus.
Mehrere synergistische Mechanismen sind hierbei anzufihren: NPs bewirken durch
die Unterdrickung des lokalen kardialen RAAS, durch die Inhibition vasoaktiver
Peptide (wie etwa ET-1) und durch die Inhibition verschiedener Wachstumsfaktoren
(wie etwa TGFf) eine Reduktion der kardialen Fibroblastenproliferation und -migration
mit konsekutiv verminderter Gewebsfibrose (Fu et al., 2018; Kerkela et al., 2015). In
einer Arbeit von Calderone et al. konnte zudem gezeigt werden, dass auch die
Noradrenalin-vermittelte Hypertrophie von Kardiomyozyten und Fibroblasten durch
ANP vermindert wird. Experimentell fanden sich Hinweise darauf, dass dies auf einer
cGMP-vermittelte Hemmung des Ca?*-Einstroms in die Zellen, welcher durch
Noradrenalin verstérkte wurde, beruhen kénnte (Calderone et al., 1998). Systemische
Effekte wie die Reduktion der kardialen Vor- und Nachlast tragen ebenfalls zum
antihypertrophen Effekt der NPs bei (Fu et al., 2018; Kerkela et al., 2015). Einige

Arbeiten deuten schlussendlich darauf hin, dass auch direkte antihypertrophe
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Signalwege infolge der NP-Bindung an den NPR-A aktiviert werden kénnten (Holtwick
et al., 2003; Kerkela et al., 2015; Knowles et al., 2001).

Interessanterweise zeigte eine Arbeit von Chen et al. aus dem Jahr 2000, dass eine
subkutane Injektion von BNP Uber 10 Tage in einem kaninen Herzinsuffizienz-Modell
zu einer Verbesserung des Herzzeitvolumens, sowie zu einer Verringerung des
Lungenkapillarenverschlussdrucks und des Gefalwiderstands fuhrte. Eine subkutane
Injektion einer hohen BNP Dosis fuihrte zudem 30 Minuten nach Verabreichung zu
einem erhdhten Herzzeitvolumen und zu einer Verminderung des mittleren arteriellen
Blutdrucks (Chen et al., 2000). Diese Ergebnisse legen nahe, dass NPs auch direkte,
akute Effekte auf die kardiale Pumpfunktion haben kdnnten. Eine solcher akuter Effekt
konnte ebenfalls in einem Mausmodell der frihen kardialen Hypertrophie gezeigt
werden: Nach einer Vorbehandlung mit Isoproterenol fihrte die zuséatzliche Gabe von
ANP zu einer weiteren Zunahme der Sarkomerverkirzung, welche in der
Kontrollgruppe nicht zu beobachten war. Als Ursache dieses Mechanismus wurde eine
raumliche Neuanordnung der Phosphodiesterasen PDE2 und PDE3 bei friher
Hypertrophie identifiziert, welche zu einer cGMP-vermittelten Zunahme der in-vitro und
in-vivo Kontraktilitat fuhrt (Perera et al., 2015). Im Gegensatz dazu zeigte sich in in-
vitro Experimenten an humanen atrialen Muskelstreifen nach akuter ANP-Behandlung
ohne Isoproterenol-Vorbehandlung jedoch ein negativ-inotroper Effekt (Kockskamper
et al.,, 2008). Auf Basis der zuvor genannten Studien stellt sich somit die Frage, ob
NPs unter B-adrenerger Stimulation zu einer Erhéhung der funktionellen inotropen
Reserve und einer verbesserten Lusitropie im humanen atrialen Myokard beitragen

kénnen, was im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht werden soll.

Es ist in diesem Kontext relevant zu bedenken, dass im Verlauf einer Herzinsuffizienz
eine verminderte Wirksamkeit der NPs zu beobachten ist, welche unter anderem auf
einer Herabregulation der NPRs, einem erhohten Abbau der NPs und einer
verminderten intrazellularen Signalfortleitung beruht (Hubers und Brown, 2016).

1.6.4 Abbau von NPs

Die Plasmahalbwertszeit (Plasma-HWZ) der NPs ANP und BNP ist &ul3erst begrenzt:
Sie betragt fiur ANP 2 bis 4 Minuten und fir BNP etwa 20 Minuten (Goetze et al., 2020).
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Aus diesem Grund werden zur Abschatzung der Plasmakonzentration von ANP und
BNP die Plasmaspiegel der proteolytischen Produkte mittregionales pro-ANP und NT-
pro BNP als Surrogat-Parameter verwendet, welche eine Plasma-HWZ von etwa 90
Minuten aufweisen (Goetze et al., 2020). Insbesondere fur den Abbau von ANP liegen
detaillierte Organstudien vor, die zeigen konnten, dass vor allem die Lungen, die Leber

und die Nieren in die Degradation von ANP involviert sind (Hollister et al., 1989).

Der Abbau von ANP und BNP im menschlichen Kreislauf wird durch verschiedene
Systeme vermittelt. Im Wesentlichen spielen dabei der NPR-C und das Neprilysin-
System eine Rolle; zudem ist eine Beteiligung des Insulin-abbauenden Enzyms
Insulysin (IDE) und der Dipeptidylpeptidase-4 (DPP-4) beschrieben worden (Goetze et
al., 2020; Potter, 2011).

Wie bereits zuvor dargelegt, bindet der Clearance-Rezeptor NPR-C ANP etwa 14-mal
starker als BNP, was auch als Erklarung fur die langere Plasma-HWZ von BNP
angefihrt wird (Fu et al., 2018). Nach der Rezeptorbindung an den NPR-C kommt es
zu einer Clathrin-vermittelten Endozytose des Hormon-Rezeptor-Komplexes und zu
einer lysosomalen Hydrolyse der gebundenen NPs. Der Rezeptor wird im Rahmen
dieser Hydrolyse nicht abgebaut, sondern nach dem Abbau des Liganden erneut auf
der Zelloberflache exprimiert (Fu et al., 2018; Potter, 2011).

Neprilysin  (NEP), auch neutrale Endopeptidase genannt, ist eine Zink-
Metallopeptidase, welche in den Abbau (vasoaktiver) Peptide involviert ist. Sie ist auf
der Zellmembran exprimiert und hydrolysiert diverse extrazellulare Peptidhormone,
neben NPs beispielsweise auch Bradykinin, ET-1, Glukagon und AT2 (Hubers und
Brown, 2016; Turner et al., 2001). Initial hydrolysiert NEP den charakteristischen
Aminosaure-Ring der NPs in der N-terminalen Region zwischen Cystein und
Phenylalanin, was ein Aufbrechen des Rings und somit eine Inaktivierung der Peptide
zur Folge hat (Fu et al., 2018). NEP ist vor allem im Burstensaum des proximalen
Tubulus der Niere, dem Gastrointestinaltrakt (vor allem Duodenum und Dinndarm),
der Leber und den Lungen exprimiert (Uhlén et al., 2015). Bei Frauen ist zudem eine
hohe Expression im Brustgewebe nachgewiesen worden, wahrend bei Mannern
zusatzlich eine hohe Expression in der Prostata, den Samenbldschen und dem
Nebenhoden gefunden wurde (Uhlén et al.,, 2015). Auch fir NEP ist eine hdhere
Affinitat fur ANP (und CNP) im Vergleich zu BNP beschrieben (Fu et al., 2018; Hubers
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und Brown, 2016). Inwieweit die lokale NEP-Expression im Myokard durch eine
Herzinsuffizienz beeinflusst wird und den kardialen NP-Metabolismus beeinflusst, ist
aktuell unklar: Wahrend eine altere Arbeit eine Hochregulation von NEP im LV der
Herzen von Patient:innen mit Herzinsuffizienz zeigte (Fielitz et al., 2002), wurde in
einer im Jahr 2020 erschienene Arbeit in einem porcinen HFrEF-Modell eine globale

Verminderung der NEP-Expression im Organismus nachgewiesen (Pavo et al., 2020).

Bei IDE handelt es sich um ein Zink-Metalloprotease, welche neben Insulin zu einem
geringen Teil auch in die Spaltung und Degradation von ANP involviert ist. Fur BNP ist
ebenfalls eine IDE-vermittelte Spaltung beschrieben, wobei ANP unter den NPs jedoch
als das bevorzugte Substrat von IDE identifiziert wurde (Fu et al., 2018; Potter, 2011).

DPP-4 ist schlie3lich ein integrales Membranprotein der Prolyl-Oligopeptidase-
Familie, welches insbesondere in den Abbau des Glukagon-like Peptide-1 (GLP-1)
involviert ist (Deacon, 2019). Es ist daruber hinaus ebenfalls in den Abbau von 1-32
BNP zu 3-32 BNP involviert, welches im Vergleich zu 1-32 BNP eine verminderte
kardiorenale Wirkung entfaltet, jedoch weiterhin zu einer Stimulation der cGMP-
Synthese fuhrt (Huntley et al., 2015).

Neben den genannten Mechanismen sind jedoch weitere, bisher unbekannte Wege

der NP-Inaktivierung, insbesondere fir BNP, anzunehmen (Potter, 2011).

1.7 Rolle und Einfluss der ARNIs auf Herzinsuffizienz und

Arrhythmien
1.7.1 Pharmakologische Beeinflussung des NP-Systems

Die im vorherigen Kapitel dargelegten vorteilhaften Effekte der NPs auf Diurese,
Blutdruck und kardiales Remodelling fuhrten dazu, dass das NP-System in den letzten

Jahrzehnten als Zielsystem neuer Herzinsuffizienz-Therapien identifiziert wurde
(Hubers und Brown, 2016).

Aus der Gruppe der rekombinanten humanen NPs wurde Nesiritide im Jahr 2001 von
der Food and Drug Administration (FDA) zur intravendsen Behandlung der akuten,
dekompensierten Herzinsuffizienz in den USA zugelassen. Nachdem im Jahr 2005
jedoch Sicherheitsbedenken in Bezug auf eine gesteigerte 30-Tages-Mortalitat nach

Nesiritide-Therapie sowie potenzielle nephrotoxische Effekte gedufRert wurden, wurde
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die Anwendung deutlich eingeschrankt (Sackner-Bernstein et al., 2005; Topol, 2005).
Eine im Jahr 2011 vertffentlichte Studie mit 7141 eingeschlossenen Patient:innen
zeigte schliel3lich, dass eine Behandlung mit Nesiritide zu keiner signifikanten
Verbesserung der Dyspnoe und des Uberlebens von Patientiinnen mit akut
dekompensierter Herzinsuffizienz fuhrte (O’Connor et al., 2011).

Auch initiale Studien in den 1990er Jahren mit oralen NEP-Inhibitoren wie etwa
Candoxatril zeigten gemischte Effekte: Eine Behandlung fuhrte zwar zu einer
Erhohung der Plasma-ANP-Spiegel und senkte die Fullungsdricke des linken und
rechten Ventrikels, war jedoch gleichzeitig mit einer Steigerung des arteriellen
Blutdrucks assoziiert (Ando et al., 1995; Elsner et al., 1992). Es konnte dabei gezeigt
werden, dass die Steigerung des systolischen Blutdrucks unter anderem auf einen
verminderten Abbau von AT2 zuriickzufuhren ist (Hubers und Brown, 2016; Richards
et al., 1992). Diese Erkenntnis fuhrte zur Kombination der NEP-Inhibitoren mit einem
ATi-Antagonisten, welche schlief3lich in der Entwicklung des Kombinationspraparats

Sacubitril/Valsartan mindete (Hubers und Brown, 2016).

1.7.2 Struktur und Pharmakologie von Sacubitril/Valsartan

Sacubitril/Valsartan (Entresto®) wird aus dem NEP-Inhibitor Sacubitril und dem ATi-
Rezeptor-Blocker Valsartan zusammengesetzt und bildet den ersten Vertreter der
Substanzgruppe der Angiotensin-Rezeptor-Neprilysin-Inhibitoren (ANRI). In der oralen
Verabreichungsform werden die beiden pharmakologischen Bestandteile kristallisiert
und in einen supramolekularen Natriumkomplex eingebettet, welcher neben Natrium
und Wasser je sechs Sacubitril- und sechs Valsartan-Molekile enthalt (Feng et al.,
2012). Nach der oralen Verabreichung des Medikaments dissoziiert dieser Komplex
wieder zu Sacubitril und Valsartan. Sacubitril wird in einem nachsten Schritt durch
verschiedene Esterasen, vor allem durch die Carboxylesterase 1 in der Leber, zu
Sacubitrilat (LBQ657) hydrolysiert, welches den aktiven Metaboliten darstellt (Akahori
etal., 2017; Shi et al., 2016). Bei LBQ657 handelt es sich um einen kompetitiven NEP-
Inhibitor, welcher an die katalytisch-wirksame NEP-Region bindet (Schiering et al.,
2016).

Nach der oralen Aufnahme von Sacubitril/Valsartan (Sac/Val) wird die maximale
Plasmakonzentration von Sacubitril dosisabhéngig nach 0,5 bis 1 h, diejenige von
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LBQ657 nach 1,8 bis 3,1 h und die von Valsartan nach 1,5 bis 4,9 h erreicht (Akahori
et al., 2017; Gu et al.,, 2010). Eine gleichzeitige Nahrungsaufnahme fuhrt zum
verzogerten Erreichen der maximalen Plasmakonzentration (Akahori et al., 2017). In
einer weiteren Untersuchung an Ratten konnten Gu et al. zudem zeigen, dass es
bereits 15 Minuten nach oraler Verabreichung von Sac/Val zu einem signifikanten
Anstieg der Plasmakonzentration von ANP kommt (Gu et al., 2010). Eine relevante

Inhibition des NP Abbaus ist also bereits kurz nach Verabreichung zu beobachten.

Die mittlere Halbwertszeit von LBQ657 liegt je nach Dosis und untersuchter
Patient:innengruppe bei 12,1 bis 15,8 h, fir Valsartan ist eine Halbwertszeit von 11,0
bis 22,6 h je nach Dosis von Sac/Val gezeigt worden (Akahori et al., 2017; Gu et al.,
2010). Nach der Hydrolyse von Sacubitril in LBQ657 findet keine weitere
Metabolisierung des Neprilysin-Inhibitors mehr statt. Etwa 52 bis 68 % des LBQ657
werden renal eliminiert, die tbrigen 32 bis 48 % werden mit der Fazes ausgeschieden.
Auch Valsartan wird weitgehend unmetabolisiert aus dem menschlichen Korper
ausgeschieden; etwa 86 % von Valsartan und Valsartanmetaboliten werden tber die
Féazes ausgeschieden (Hubers und Brown, 2016).

1.7.3 Effekte von Sacubitril/Valsartan auf Herzinsuffizienz und Arrhythmien

In der 2014 publizierten PARADIGM-HF-Studie wurde die Wirkung einer Behandlung
mit Sac/Val mit einer Enalapril-Therapie in 8442 Patient:innen mit HFrEF (EF<40 %
und NYHA I[I-1V) verglichen. Die Behandlung mit Sac/Val, erganzend zu einer
bestehenden, leitliniengerechten Herzinsuffizienztherapie, bewirkte dabei eine
Verminderung der kardiovaskularen Sterblichkeit um 20 %, eine Verminderung der
Herzinsuffizienz-Hospitalisierungsrate um 21 % und eine Linderung der
Symptomschwere und der korperlichen Einschrankung (McMurray et al., 2014). In der
Sac/Val-Gruppe wurden hohere Raten an Hypotension und Angioddemen berichtet,
allerdings war der Anteil an Patient:innen mit fortschreitender Nierenerkrankung,
Hypokalidmie und Reizhusten geringer als in der Enalapril-Gruppe (McMurray et al.,
2014). In der SAVE-ICD Studie an 230 Patient:innen mit HFrEF zeigte sich aul3erdem
eine EF-Zunahme von durchschnittlich 3,9 % sechs Monate nach Behandlungsbeginn
mit Sac/Val, welche mit einer Reduktion der linksventrikularen endsystolischen und
enddiastolischen Volumina assoziiert war (Guerra et al.,, 2021). Zudem fiuhrte die
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Therapie mit Sac/Val zu einer anhaltenden Reduktion der NT-pro BNP und Troponin
T Spiegel, was auf eine verminderte Dehnung und Belastung des Myokards hinweist
(Packer et al., 2015). Gleichzeitig bewirkte die Behandlung mit Sac/Val eine Erhéhung
der BNP-Plasmakonzentration und der cGMP-Urinkonzentration der Patient:innen,
was den Effekt der Therapie mit Sac/Val auf das NP-System und die zugehdorigen

Signalwege unterstreicht (Packer et al., 2015).

Infolge des Therapieerfolgs von Sac/Val bei der HFrEF-Behandlung wurde in der
PARAGON-HF-Studie untersucht, welchen Effekt eine ARNI-Therapie im Vergleich zu
einer Valsartan-Therapie bei Patient:innen mit HFpEF (EF>45 % und NYHA 11-IV) hat.
Wahrend der primare Endpunkt (zusammengesetzt aus Hospitalisierung wegen
Herzinsuffizienz und kardiovaskuldarem Tod) in dieser Studie knapp verpasst wurde
(RR: 0,87 (0,75-1,01); p=0,06), zeigte sich in den sekundaren Endpunkten eine
signifikante Verbesserung der Symptomschwere (OR: 1,45 (1,13-1,86)) und eine
nephroprotektive Wirkung (HR: 0,50 (0,33-0,77)) in der mit Sac/Val-behandelten
HFpEF-Patient:innengruppe (Solomon et al., 2019).

Neben der Anwendung von Sac/Val in der Behandlung der Herzinsuffizienz,
insbesondere der HFrEF, wurde in den letzten Jahren zunehmend auch der Effekt der
Sac/Val-Behandlung auf ventrikulare und supraventrikulare Arrhythmien untersucht.
Dabei zeigte sich, dass die Behandlung mit einem ARNI auch das Auftreten von
ventrikularen und supraventrikularen Arrhythmien vermindern konnte (de Diego et al.,
2018; De Vecchis et al., 2020).

Zur Klarung dieses potenziellen, antiarrhythmischen Effekts von Sac/Val liegen derzeit
nur wenige funktionelle Studien vor, welche mechanistische Einblicke in die Wirkung
der NEP-Inhibition auf die Entstehung von Arrhythmien geben kodnnten. So ist
weitgehend ungeklart, ob Sac/Val direkt antiarrhythmische Effekte am Myokard
entfaltet, oder ob dies Nebeneffekt einer Substratmodifikation im Myokard bei
chronischer  Applikation ist. Insbesondere fir das VHF als haufigste
Herzrhythmusstorung waren solche Erkenntnisse von grof3er Bedeutung, um neben
den interventionellen Therapiestrategien auch weitere (praventive) medikamentdse
Therapien zu identifizieren. Weiterhin waren diese Forschungsergebnisse auch vor
dem Hintergrund der gemeinsamen Risikofaktoren und der Koinzidenz von

Herzinsuffizienz und VHF, sowie dem gesteigerten Risiko ventrikularer Arrhythmien
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bei einer stark reduzierten Pumpfunktion des Herzen, von gréf3tem Interesse (Nuss et
al., 1999).

1.8 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Die Atrien des Herzens leisten einen grof3en Beitrag zur Aufrechterhaltung der
globalen Herzfunktion. Eine Modulation der atrialen Funktion bzw. funktionellen
Reserve durch (B)NP ist aufgrund experimenteller Studien anzunehmen, aber bisher
nicht ausreichend in humanem atrialen Myokard untersucht worden. Klinische Studien
weisen zudem darauf hin, dass eine Behandlung mit einem ARNI zu einer
Verminderung des Auftretens von atrialen Arrhythmien fihrt. Die zugrundeliegenden
Mechanismen wurden jedoch bisher nur unzureichend in humanen atrialen Préparaten

untersucht und sind unklar.

Aus diesem Grund wird ein Fokus dieser Arbeit auf der Rolle des NP-Systems in der
Modulation der atrialen Funktion und Arrhythmogenese sowie der pharmakologischen
Beeinflussbarkeit des endogenen myokardialen NP-Systems durch eine NEP-
Inhibition liegen. Zudem soll durch die Untersuchung der NEP-Expression in atrialen
und ventrikularen Myokardbiopsien ein genaueres Verstandnis der Regulation der

NEP-Expression bei Herzinsuffizienz mit reduzierter Pumpfunktion erlangt werden.
Die Arbeit untersucht dabei im Detail die folgenden Hypothesen:

1) BNP verbessert die atriale Inotropie und Lusitropie und entfaltet weiterhin eine
antiarrhythmische Wirkung an humanem atrialem Myokard nach Zugabe von

Isoproterenol (= unter adrenerger Stimulation).

2) LBQ657 * Valsartan kbnnen die potenziellen Effekte von BNP auf das atriale
Myokard (funktionell und antiarrhythmisch) durch die Hemmung des lokalen

NP-Abbaus reproduzieren.

3) Es besteht ein Zusammenhang zwischen klinischem Patientenphanotyp und

atrialer in-vitro Funktion.

4) Neprilysin ist im humanen Myokard (atrial/ventrikular) abhangig von kardialen

Funktionsparametern und/oder dem klinischen Patientenphanotyp exprimiert
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2 Methodik
2.1 Gewebeproben

Die in der vorliegenden Arbeit analysierten atrialen Gewebeproben stammen von
Patient:innen, welche sich einer offenen Herzoperation unter Verwendung einer Herz-
Lungen-Maschine unterzogen. Eine genaue Aufstellung der Patientiinnen-
Charakteristika findet sich im Hauptteil dieser Arbeit (siehe Kapitel 3.2
Charakterisierung der Patient:innen). Bei der Uberwiegenden Mehrheit der
Operationen handelte es sich um Koronararterien-Bypass Operationen. Diese wurden
in der Klinik fur kardiovaskulare Chirurgie der Charité- Universitadtsmedizin Berlin
(CUB) und der Klinik fir Herz-, Thorax- und Gefalichirurgie des Deutschen
Herzzentrum Berlin (DHZB) im Zeitraum von Juli 2018 bis Marz 2020 durchgefuhrt.
Die Verwendung der Proben wurde von der Ethikkommission der CUB begutachtet
und bewilligt (EA2/167/15 und EA4/028/12) und entsprach den ethischen Grundséatzen
der Deklaration von Helsinki. Alle Patient:innen waren volljahrig und willigten nach
Aufklarung schriftlich in die Enthahme einer Biopsie und die Erfassung klinischer und
anamnestischer Informationen ein. Patient.innen mit aktiver Tumorerkrankung,
angeborenen Herzfehlbildungen oder aktiver Endokarditis wurden nicht in die Studie
eingeschlossen. Ein Patient wurde zudem wegen eines chronischen Verschlusses der
rechten Koronararterie (mit einhergehenden metabolischen und strukturellen
Veranderungen im RAA) nicht in die Analyse eingeschlossen (Primessnig & Deil3ler et
al., 2022)*.

Im Rahmen der durchgefiihrten Operationen wurde standardmafig eine Kanulierung
des rechten Vorhofs im Bereich des rechten Herzohrs (Auricula cordis dextra) zur
Schaffung des vendsen Schenkels der Herz-Lungen-Maschine durchgefiihrt. Das im
Rahmen der Kanulierung entfernte Stiick des rechten Herzohrs mit den enthaltenen
Musculi Pectinati (kamm- bzw. trabekelférmige Muskulatur) wurde anschlie3end
unmittelbar in ein konisches Zentrifugenréhrchen (50 ml; Kisker Biotech GmbH &
Co.KG, Steinfurt, Deutschland) mit kardiopleger Transportlosung tberfihrt und von
den Operateuren an die Doktoranden weitergegeben. Der Probentransport in das
Muskelstreifenlabor erfolgte direkt im Anschluss innerhalb der ersten 5-10 Minuten

nach Entnahme. Abbildung 2-1 zeigt eine der verwendeten Proben. Die Abmessungen

1 Beide Erstautoren sind genannt, da dies die Publikation ist, auf der groRe Teile der Promotion beruhen.
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der untersuchten rechtsatrialen Gewebeproben betrugen je nach Patient:in 1-2 cm *
0,5-2 cm.

Abbildung 2-1: Herzohrprobe vor Préaparation der Muskelstreifen

Exemplarisch sind zwei Mm. pectinati mit einem Stern (*) hervorgehoben.

2.2 Gewebeprotektion

Bei der zum Schutz des Gewebes wahrend des Transports und der Probenpraparation
verwendeten, auf 4 °C gekuhlten kardioplegen Losung handelte es sich um eine nach
Voigt et al. adaptierte Losung (Voigt et al., 2013). Sie enthielt: 200 mM NacCl, 10 mM
KCI, 1,2 mM KH2PO4, 5 mM MgS0Oa4, 5 mM MOPS, 50 mM Taurine, 20 mM Glucose
und 30 mM 2,3-Butandion-Monoxim (BDM). Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt.

BDM st eine unspezifische, chemische Phosphatase, welche urspringlich zur
Behandlung von Organophosphat-Intoxikationen entwickelt wurde (Louch et al., 2011,
Watanabe et al, 2001). Daruber hinaus ist BDM jedoch auch ein
konzentrationsabhangiger, reversibler Inhibitor der Myosin-ATPase, wodurch die
Bildung von Querbriickenzyklus-Verbindungen zwischen Aktin und Myosin verhindert
wird (Louch et al., 2011; Mulieri et al., 1989; Perreault et al., 1992). BDM vermindert
zudem die Menge an aus dem SR freigesetztem intrazellularem Ca?* (Fryer et al.,
1988; Gwathmey et al., 1991).

Durch die oben genannten Effekte ist bei einer Konzentration von 30 mM BDM die

mechanische Kontraktion des Muskels komplett blockiert; ein Ca2*-Transient ist jedoch

weiterhin  nachweisbar. Dementsprechend verursacht BDM eine Dissoziation
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zwischen muskulérer Kontraktion und Ca2*-Transient, was Perreault et al. zufolge vor
allem auf die Veranderung der Calcium Sensitivitat der Myofilamente und der Kapazitat
zur Bildung von Querbricken zurickzufuhren ist (Mulieri et al., 1989; Perreault et al.,
1992). Trotz dieses Einflusses auf die Kraftentwicklung und Kontraktilitat der
Kardiomyozyten konnte in einer Studie von Fryer et al. gezeigt werden, dass BDM
weder die Amplitude, noch die Geschwindigkeit der Aktionspotentiale beeinflusst
(Fryer et al., 1988). Eine Arbeit aus dem Jahr 2001 zeigte jedoch, dass BDM auch
einen konzentrationsabhéngigen, inhibitorischen Effekt auf den Na*/Ca?*-
Austauscher-Strom (Incx) aufweist (Watanabe et al., 2001).

Die obengenannten Effekte von BDM filihren zu einer deutlichen Verminderung des
myokardialen Energiebedarfs und schitzen gleichzeitig vor einer Muskelschadigung
wahrend der Praparation von Muskelstreifen aus den Vorhofbiopsien. Insbesondere
die in der verwendeten Losung angewandte Konzentration von 30 mM BDM ist zum
Schutz von Myokardproben geeignet, da die mechanische Funktion des Muskels
komplett inhibiert wird (Perreault et al., 1992). Es ist in diesem Kontext relevant
festzustellen, dass die inhibitorischen Effekte von BDM nach Auswaschen des BDMs
vollstandig reversibel sind; in einer Methodikstudie konnte nach Anwendung von BDM
kein Verlust der entwickelten Kontraktionskraft beobachten werden (Mulieri et al.,
1989).

Der Energiebedarf der Proben wurde weiterhin durch die Verwendung einer auf 4 °C
gekihlten Transportlosung und einer hohen Kaliumkonzentration in der
Transportlésung vermindert. Eine hyperkalidme Losung von in diesem Fall 11,2 mM
fihrt zu einer Anderung des Ruhemembranpotentials der Kardiomyozyten, bei
welchem die Myokardzellen dauerhaft depolarisiert und nicht aktivierbar sind und somit
einen geringeren Sauerstoff- und Nahrstoffbedarf aufweisen (Chambers und Fallouh,
2010; Gay, 1975).

2.3 Transport und Praparation

Nach dem Transport der rechtsatrialen Myokardbiopsien in das Muskelstreifenlabor
erfolgte die Praparation der Mm. Pectinati zu sogenannten Muskelstreifen in einer
eisgekuhlten, frischen kardioplegen BDM-L&sung. Um Druck- oder Zugschaden durch
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Pinzetten an den Muskeln im Rahmen der Praparation zu minimieren, wurden die
Herzohrenproben ohne Spannung zwischen zwei Kanulen (Sterican Einmalkantlen,
20/22 G, B. Braun SE, Melsungen, Deutschland) fixiert (siehe Abbildung 2-1). Die
Muskelstreifen wurden im Anschluss mithilfe von mikrochirurgischen Pinzetten und
Scheren (Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, Deutschland) vorsichtig aus dem
rechten Herzohr herausprépariert. Ein besonderes Augenmerk lag hierbei darauf,
lange und zusammenhdngende Muskelstreifen unter minimalem Zug aus dem
Gewebe zu praparieren. Dafiir wurde das Herzohr zumeist von der chirurgischen
Schnittkante aus prapariert und anschlielBend mit einem Langsschnitt erdffnet, um
auch tieferliegende Muskelanteile und Mm. Pectinati atraumatisch aus dem Gewebe

zu losen.

Ausschliel3lich Muskelstreifen mit einem Durchmesser von >0,65 mm wurden fur die
vorliegende Arbeit verwendet. Zudem wurden generell Préparate mit einem
Durchmesser von <1 mm bevorzugt isoliert, da Muskeln mit zunehmendem
Durchmesser ein hoheres Risiko fur Ischamien im Zentrum des Muskels aufweisen
(Dashwood et al.,, 2021; Koch-Weser, 1963; Paradise et al., 1981, Primessnig &
Deil3ler et al., 2022). Die isolierten Muskelstreifen wurden im Anschluss an die
Praparation fur etwa 10 Minuten in eine weitere, frische und eisgekihlte BDM-L6sung
transferiert. Dies diente der Regeneration der Muskeln von dem mechanischen und
zellularen Stress der Praparation (Primessnig & Deildler et al., 2022).

Der Rest des Vorhofgewebes wurde nach Abschluss der Praparation der
Muskelstreifen fur weitere molekularbiologische Analysen in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C eingelagert (Primessnig & Deildler et al., 2022).
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2.4 Allgemeiner Aufbau der Muskelstreifen-Messstationen

Wie in Abbildung 2-2 dargestellt, konnten die funktionellen Experimente parallel an
vier Messstationen durchgefihrt werden. Zu diesem Zweck war jede Station mit einem
individuellen Computer zur Datenanzeige und Steuerung gekoppelt. Die
Messstationen vom Typ ,Muscle Station Intact wurden von der Firma MyoTronic

(Heidelberg, Deutschland) produziert. Eine Ubersicht (iber die verwendeten

Materialien findet sich in Tabelle 2-1.

Abbildung 2-2: Ubersichtsabbildung der
Messstation im Muskelstreifenlabor

Tabelle 2-1: Verwendete Versuchsmaterialien

Verwendeten Materialien zur Gewebspraparation und fir funktionelle Messungen

Muskelstreifenpraparation

Instrumente/Gerate Hersteller

mikrochirurgische Pinzette Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, Deutschland
mikrochirurgische Schere Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, Deutschland
Sterican Einmalkanulen 20/22G B. Braun SE, Melsungen, Deutschland

quadratische Wéageschélchen Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

funktionelle Messungen

Instrumente/Geréte Hersteller

Muscle Station Intact MyoTronic UG, Heidelberg, Deutschland
mechanischer Kraftlibertrager MyoTronic UG, Heidelberg, Deutschland
Stimulationsverstarker MyoTronic UG, Heidelberg, Deutschland
Temperaturkontrolleinheit MyoTronic UG, Heidelberg, Deutschland
Kraftaufzeichnungseinheit MyoTronic UG, Heidelberg, Deutschland
Interface (Verbindungseinheit zum jeweiligen PC) MyoTronic UG, Heidelberg, Deutschland

peristaltische Umwalzpumpe Relogio ICC Ismatec SA, Opfikon, Schweiz

Umwaélzpumpenschldauche Tygon LMT-55 mit Stopper Saint Gobain S.A., La Defense, Frankreich
Umwaélzpumpenschldauche Tygon LMT-55 ohne Stopper ~ Saint Gobain S.A., La Defense, Frankreich

Perfusorenschlauche 150cm B. Braun SE, Melsungen, Deutschland
Schlauch-Konnektoren 1-2 mm neolLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland
Edelstahlkanntlen Cadence Science, Cranston, RI, USA

konische Zentrifugenréhrchen 50 ml SPL Life Science Co., Ldt., Naechon-myeon, Korea
Zentrifugenréhrchenstander Heathrow Scientific, Vernon Hills, IL, USA
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Im Folgenden werden die Messstationen durch die Abbildungen 2-3 bis 2-5 nochmals

im Detail dargestellt werden; eine ausfihrliche Erklarung folgt im Anschluss.

Abbildung 2-3: Aufbau und schematische Darstellung einer Muskelstreifen-Messstation

(1) Zentrifugenrdhrchen mit Perfusionsflissigkeit, (2) peristaltische Pumpen, (3) statischer,
mechanischer Kraftaufnehmer, (4) verstellbarer Haken mit (5) Mikrometerschraube, (6) ableitende

Kanule, (7) Elektrode, (8) befestigter Muskelstreifen, (9) Heizplatte, (10) Muskelstreifenbad mit
Perfusionslésung
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Abbildung 2-4: Nahaufnahme eines Muskelstreifenbads mit mechanischem Kraftaufnehmer

Ein Muskelstreifen ist zwischen den Nadeln eingespannt: (1) Muskelstreifenbad, (2) Elektrode, (3)
ableitende Kanule, (4) verstellbarer Haken mit Mikrometerschraube, (5) mechanischer Kraftaufnehmer

Abbildung 2-5: Nahaufnahme eines Muskelstreifens
vor dem Einspannen in den Kraftibertrager auf dem
Montageblock in einer BDM-L6sung
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Bei den wahrend den funktionellen Messungen verwendeten Perfusionsldsungen
handelte es sich um eine angepasste Normaltyrode mit folgender Zusammensetzung:
136 mM NacCl, 4 mM KCI, 1 mM MgClz, 10 mM HEPES, 20 mM Glucose und initial 0,2
mM CaClz (im Verlauf auf 2,5 mM gesteigert). Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt.
Es wurde ein HEPES-gepuffertes System verwendet, um einen moglichst stabilen pH-
Wert ohne pH-Wert-Schwankungen wahrend des gesamten Versuchs zu
gewahrleisten (Wakayama et al., 2005). Insbesondere unphysiologische extrazellulare
Azidosen sollten durch die Pufferung verhindert werden, da sie zu einer Verminderung
der Kontraktionskraft der Muskelpraparate fuhren kénnen (Orchard und Kentish,
1990). Die Pufferkapazitat von HEPES mit einem Bereich von pH=6,8-8,2 erlaubte
jedoch in diesem Fall eine stabile und kontinuierliche pH-Wert-Einstellung auf pH= 7,4
(Sigma-Aldrich, 2020).

Jede Messstation verflgte Uber einen separaten, durch peristaltische Pumpen
angetriebenen, Tyrode-Kreislauf mit 50 ml (siehe Abschnitt 2.7 Protokolle fur Details)
zirkulierender Losung pro Muskelstreifen. Die Tyrode wurde dabei aus dem
Vorratsbehaltnis, einem 50 ml fassenden konischen Zentrifugenréhrchen, in das
Muskelstreifenbad (4,5x1x1 cm) gepumpt; durch eine Kanile wurde gleichzeitig der
Tyrode-Uberstand des Muskelstreifenbads abgesaugt und wieder zuriick in das
Vorratsbehaltnis befordert (siehe auch Abbildung 2-3 und 2-4). Die Pumpen
zirkulierten die Tyrode mit einer Frequenz von 70 bis 100 Umdrehungen pro Minute,
was bei einem Schlauchinnendurchmesser von 1,02 mm einem Austauschvolumen
von 4,41 bis 6,3 ml pro Minute entsprach. Die Tyrode des Muskelstreifenbad wurde

folglich im Mittel mindestens im Minutenintervall vollstandig ausgetauscht.

Das Muskelstreifenbad wurde durch eine das Bad von auf3en umfassende Heizplatte
auf eine Temperatur von 36,5 bis 37,0 °C (entsprechend der physiologischen
Korpertemperatur) erhitzt und konstant in diesem Temperaturbereich belassen (siehe
Abbildung 2-3). Auch die zugefiihrte Tyrode aus dem Vorratsgefald wurde vor dem
Eintritt in das Muskelstreifenbad an dieser Heizplatte vorbeigefiihrt, so dass die
Ldsung bereits an dieser Stelle auf eine Temperatur von 36,5 bis 37,0 °C erhitzt wurde.
Die Temperatur des Bades wurde vor Beginn jeder Messreihne mit einem
Sondenthermometer kontrolliert und kontinuierlich tberwacht.
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Die Enden des mechanischen Kraftaufnehmers und des langenverstellbaren Hakens
(siehe Markierung 4 und 5 in Abbildung 2-4) ragten wahrend der Messung jeweils in
das Muskelstreifenbad hinein. An diesen Haken waren Fixierungsschlaufen aus Nylon
angebracht, durch welche der Muskelstreifen mittels Umschlingung fixiert werden
konnte. Da der Abstand zwischen Kraftaufnehmer und langenverstellbarem Haken
wahrend der Messprotokolle nicht mehr variiert wurde, fanden die Versuche unter
anndhrend isometrischen Kontraktionsbedingungen statt. Die Elektroden der
Messstation wurden so arrangiert, dass sie den Muskelstreifen nicht beriihrten und an
jeweils einem Ende des Muskelstreifens neben den Haken platziert waren, um eine
optimale Stimulation zu gewabhrleisten. Der Kraftaufnehmer tbertrug das Signal jedes
einzelnen Muskelkontraktionszyklus tber ein Interface an den jeweiligen Computer, an
dem diese Kontraktionen im Programm MyoDat (Version 2020, MyoTronic UG,

Heidelberg, Deutschland) angezeigt und abgespeichert wurden.

2.5 Allgemeiner Versuchsablauf

Nach der Praparation der Muskelstreifen und der nachfolgenden Ruhephase wurden
die Muskelstreifen einzeln in die Schlingen des Kraftaufnehmers eingespannt. Dies
fand unter Zuhilfenahme des Montageblocks (siehe Abbildung 2-5) statt. Die
Muskelstreifen waren wahrend der hochstens 45 bis 60 Sekunden dauernden Montage
im Kraftaufnehmer kontinuierlich von einer kardioplegen Lésung bedeckt. Direkt nach
dem erfolgreichen Einspannen wurden die Muskelstreifen in das Muskelstreifenbad
mit der vorgewarmten Normaltyrode eingetaucht und die Aufzeichnung der Messung
im Programm MyoDat wurde gestartet. Im Rahmen dessen wurde auch die
diastolische Spannung genullt. Die Tyrode wurde bereits vor Beginn der Messungen
im System zirkuliert, um das System zu entliften und um die Tyrode auf eine
Temperatur von 36,5 bis 37,0 °C vorzuwarmen. Die initiale Ca?*-Konzentration von 0,2
mM wurde nach dem Eintauchen der Muskelstreifen in den folgenden 10 Minuten
schrittweise auf die finale Ca?*-Konzentration von 2,5 mM erhoht (Primessnig &
Deil3ler et al., 2022; Wen et al., 2021).

Im Anschluss an das Erreichen der finalen Ca?*-Konzentration (ca. 11 Minuten nach
Beginn der Messung) wurden die Muskelstreifen mit einer Frequenz von 1 Hz bei

einem Rechtecksignal von 5 ms Dauer und 1 V Spannung stimuliert (Primessnig &
42



2 Methodik

Deil3ler et al., 2022, Wen et al.,, 2021). Die Spannung wurde bei ausbleibender
Kontraktion in Schritten von 1 bis 2 V weiter erhoht, bis eine klare Muskelkontraktion
sichtbar wurde. Daraufhin wurde die Spannung um weitere 20 % erhoht und fir den
Verlauf des Experiments bei dieser Spannung belassen (Primessnig & Deil3ler et al.,
2022, Wen et al., 2021). Falls es vor Erreichen der stabilen Ausgangslage
(Baseline/Steady State) zu Arrhythmien (Definition siehe Kapitel 2.8 Auswertung der
Muskelstreifen) kam, wurde die Stimulationsfrequenz gegebenenfalls einmalig um 5 V
erhoht. Falls durch diesen Rhythmisierungsversuch die Arrhythmie nicht beendet
wurde, wurde der Muskelstreifen verworfen und von der Messung und weiteren
Analysen ausgeschlossen. Regular betrug die Stimulationsspannung in den

verwendeten Messanlagen zwischen 4 V und 9 V.

Nach dem Beginn der Stimulation wurde zuné&chst eine Stabilisierung der entwickelten
Kontraktionskraft abgewartet. Daraufhin wurden die Muskelstreifen alle 2 Minuten um
0,02 mm gedehnt. Dies wurde so lange fortgesetzt, bis durch die Dehnung keine
weitere Kraftzunahme mehr festzustellen war. Dies wurde als der Punkt der maximalen
Vordehnung (Lmax) definiert, an dem stabile Versuchsbedingungen als Grundlage fur
die weiteren Interventionen gegeben waren. In dieser Steady-State-Phase wurde
zunachst eine 10-minttige ,Baseline-Messung® durchgeflihrt, um flir die folgenden
Interventionen/ Messungen Vergleichswerte zu generieren. Ein beispielhafter
Versuchsablauf mit markierten Versuchsphasen ist in Abbildung 2-6 dargestellt.

| A
Dehnungsschritte Baseline/Steady State Messprotokoll

7 L
25:00 » \ 50:00 \ 1:15:00

= 11
L [

Abbildung 2-6: Darstellung eines typischen Versuchsablaufs mit dem verwendeten MyoTronic
System

Gesamte Messung vom 24.01.2019 (Kennnummer S3V1); zur besseren Ubersicht sind ein
Dehnungsschritt (links unten im Bild) und eine typische Schlagabfolge nach pharmakologischer
Intervention (rechts unten im Bild) vergrdf3ert abgebildet.
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2.6 Pharmakologische Interventionen und L6sungsmittel
2.6.1 Isoproterenol (ISO)

Isoproterenol (syn. Isoprenalin; Kurzform 1SO) ist synthetisches Katecholamin und ein
nicht-selektiver 3-AR-Agonist mit konzentrationsabhéngiger Wirkung (Ahlquist, 1973;
Dukes und Vaughan Williams, 1984). In einer Publikation von Negroni et al. konnte
gezeigt werden, dass bei einer ISO-Konzentration von 20 nM die meisten der PKA-
abhangigen Bindungsstellen zu etwa 50 % besetzt sind (Negroni et al., 2015). Dies
konnte im Rahmen der Vorversuche dieser Arbeit funktionell nachvollzogen werden
(siehe 3.1 Vorversuche). Da in der vorliegenden Arbeit der modulatorische Effekt von
BNP bzw. LBQ657/Valsartan auf die atriale Inotropie und Arrhythmogenese unter ISO-
Behandlung untersucht werden sollte, wurde aufbauend auf diesen Erkenntnissen fir
die Versuche eine 1SO-Konzentration von 20 nM gewahlt. So wurde sichergestellt,
dass der modulatorische Effekt der verwendeten Substanzen nicht durch eine
maximale (B-AR-Stimulation mittels ISO maskiert wurde (Primessnig & Deil3ler et al.,
2022).

Fur die ISO-Stammlésung wurde Isoproterenol-Hydrochlorid (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA) mit einer molaren Masse von 247,72 g/Mol mit einer Konzentration von 1
mM in destilliertem Wasser gel6st. Diese Lésung wurde in Tagesdosen aliquotiert und
bei -20 °C gelagert. An jedem Versuchstag wurde eine frische Stammlésung

verwendet.

2.6.2 Humanes BNP

Humanes BNP ist ein aus 32 Aminosauren bestehendes Peptid-Hormon, welches
durch Bindung an die NP-Rezeptoren seine Wirkung am Myokard entfaltet. Es hat ein
Molekulargewicht von 3464,04 g/Mol und wurde entsprechend der Herstellerangaben
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) in destilliertem Wasser gel6st, in Tagesdosen
aliquotiert und bei -20 °C gelagert; die BNP-Konzentration in der verwendeten
Stammldsung betrug 1 mM. FUr jeden Versuchstag wurde eine frische Stammldsung

verwendet.

In einer Arbeit von Guo et al. wurde ein dosisabhéngiger, gefal3relaxierender Effekt
von BNP festgestellt, welcher bei einer Konzentration von 100 nM am starksten
ausgepragt war (Guo et al., 2015). Zudem wurde in einer Arbeit von Perera et al.,

welche den Effekt von ANP auf die myokardiale Kontraktilitdt unter ISO untersuchte,
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ebenfalls eine Konzentration von 100 nM des NPs ANP gewahlt (Perera et al., 2015).
In den in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimenten zur Wirkung von BNP
wurde an diese Publikationen angelehnt eine Konzentration von 100 nM BNP

verwendet (Primessnig & Deil3ler et al., 2022).

2.6.3 Sacubitrilat (LBQ657)

Bei Sacubitrilat (LBQ657) handelt es sich um den pharmakologisch aktiven
Metaboliten von Sacubitril, welcher physiologisch durch eine Hydrolyse unter
Beteiligung der Carboxylesterase 1 in der Leber entsteht (Shi et al., 2016). LBQ657
hat ein Molekulargewicht von 383,44 g/Mol. In mehreren Pharmakokinetikstudien
wurde die Plasmakonzentration von LBQ657 im Menschen untersucht, welche bei
einer Dosis von 200 mg (entsprechend der aktuell zugelassenen maximalen
Einzeldosis von Entresto®) ihr Maximum bei 8529 ng/ml (Gu et al., 2010) und 8482
ng/ml (Akahori et al., 2017) hatte. Fur die Versuche mit LBQ657 wurde auf diesen
Erkenntnissen aufbauend eine Konzentration von 8500 ng/ml LBQ657 verwendet
(Primessnig & Deiller et al., 2022).

LBQ657 wurde den Herstellerangaben entsprechend (Novartis, Basel, Schweiz und
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) in einer Konzentration von 2mg/ml in
Dimethylsulfoxid (DMSQO) geldst, aliquotiert und bei -20 °C gelagert. Fur jeden

Versuchstag wurde eine neue Stammldsung verwendet.

2.6.4 Valsartan

Valsartan ist ein ATi-Rezeptor-Antagonist, welcher in dem Praparat Entresto®
(Sacubitril/Valsartan; LCZ969) als Teil der Fixkombination enthalten ist. Die molare
Masse von Valsartan betragt 435,52 g/Mol. In den beiden oben genannten
Pharmakokinetikstudien wurden ebenfalls die maximalen Konzentrationen von
Valsartan im Plasma untersucht, welche bei einer Entresto®-Dosis von 200 mg 3990
ng/ml (Gu et al., 2010) und 3981,2 ng/ml (Akahori et al., 2017) betrugen. Fur die
Versuche mit Valsartan wurde entsprechend dieser Ergebnisse eine Konzentration

von 4000 ng/ml festgelegt (Primessnig & Deil3ler et al., 2022).

Zur Herstellung der Stammlésung wurden 20 mg Valsartan (Novartis, Basel, Schweiz)
jeweils in einem Milliliter DMSO gel6st, aliquotiert und bei -20 °C gelagert. Fir jeden
Versuchstag wurde eine neue Stammldsung verwendet.
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2.7 Ubersicht der verwendeten funktionellen Messprotokolle
2.7.1 Vorversuch - Frequenzprotokoll

In einer kleinen Subgruppe von Muskelstreifen wurde der Effekt einer Variation der
Stimulationsfrequenz auf kontraktile Funktionsparameter untersucht. Nach einer 10-
minutigen Baseline-Messung wurde dazu die Stimulationsfrequenz fur 5 Minuten
zunachst auf 0,5 Hz abgesenkt, dann je 5 Minuten auf 1, 2 und 3 Hz erhéht und
schlieBlich wieder auf 0,5 Hz reduziert. In der untenstehenden Abbildung ist ein
schematischer Ablauf des Protokolls dargestellt (Abbildung 2-7). Insgesamt dauerte
der Versuch 35 Minuten.

Vorversuch — Frequenzvariation

\ 1Hz \ 0,5 Hz 1Hz 2 Hz 3 Hz 0,5 Hz

Kraft in mN

Zeit in

0 10 15 20 25 30 35 Minuten

Abbildung 2-7: Schematischer Versuchsablauf des Vorversuchs zur Untersuchung der
Frequenzvariation

Links in der Abbildung (schwarzer Rahmen) sind zur besseren Ubersicht einzelne Kontraktionen
dargestellt. Die grine Flache zeigt entsprechend die gestauchte Abbildung einzelner Kontraktionen.
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2.7.2 Vorversuch - 1ISO-Konzentrationskurve (Dosis-Wirkungs-Beziehung)

Zur Verifizierung der dosisabhangigen Wirkung von ISO wurde die ISO-Konzentration
in der Perfusionslésung der Muskelstreifen nach einer 10-minttigen Baseline-
Messung alle 8 Minuten angehoben. Die Messung wurde mit einer Initialkonzentration
von 20 nM ISO begonnen und im Verlauf des Protokolls auf 50 nM, 100 nM, 200 nM
und schlie@@lich 300 nM angehoben (siehe auch Abbildung 2-8). Die

Gesamtversuchsdauer dieser Validierungsmessung betrug 50 Minuten.

Vorversuch — 1ISO-Konzentrationskurve

1Hz

Kraft in mN

! Zeitin
42 50 Minuten
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Abbildung 2-8: Schematischer Versuchsablauf des Vorversuchs zur Untersuchung der Dosis-
Wirkungs-Beziehung von ISO

ISO: Isoproterenol
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2.7.3 Protokoll 1 (Langzeitprotokoll) = 1SO = BNP

Zur Untersuchung eines potenziellen zeitabhéngigen Effekts von BNP auf die
systolische Kraftentwicklung, diastolische Spannung und Entwicklung von Arrhythmien
unter ISO-Behandlung wurden die Muskelstreifen nach Erreichen der maximalen
Vordehnung in zwei Gruppen randomisiert. Die Kontrollgruppe wurde in diesem
Protokoll nach der 10-mindtigen Baseline-Messung lediglich mit 20 nM ISO behandelt,
wahrend die Interventionsgruppe 10 Minuten nach der initialen 1SO-Gabe zusatzlich
mit 100 nM BNP behandelt wurde. Insgesamt wurden die Muskelstreifen tGber einen
Zeitraum von 70 Minuten untersucht, um auch potenzielle langerfristige Effekte von
BNP auf die Muskelpraparate zu untersuchen. Die Stimulation erfolgte durchgéngig
mit einer Frequenz von 1 Hz. Eine Ubersicht iber das verwendete Protokoll findet sich
in Abbildung 2-9.

Langzeitprotokoll ISO + BNP

1ISO +*BNP

1Hz

potentieller BNP-Effekt ?

Kraftin mN

potentieller BNP-Effekt ?

Zeitin

0 10 20 80 Minuten

| +BNP 100 nM |

Abbildung 2-9: Schematischer Versuchsablauf des Langzeitprotokolls mit ISO = BNP

In hellgrin sind die im Rahmen der Arbeit zu untersuchenden, potenziellen (makroskopischen) Effekte
einer Behandlung mit BNP auf die Kontraktionskurve hervorgehoben.

ISO: Isoproterenol, BNP: Brain Natriuretic Peptide
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2.7.4 Protokoll 2 (Frequenzprotokoll) - 1SO + BNP

Zur Untersuchung eines potenziellen frequenzabhangigen Effekts von BNP auf die
systolische Kraftentwicklung, diastolische Spannung und Entwicklung von Arrhythmien
unter 1ISO-Behandlung wurden die Muskelstreifen in diesem Protokoll nach Erreichen
der maximalen Vordehnung ebenfalls in zwei Gruppen randomisiert. Wéahrend die
Kontrollgruppe nach der Baseline-Messung mit 20 nM ISO behandelt wurde, wurden
in der Interventionsgruppe 10 Minuten nach der initialen 1ISO-Gabe 100 nM BNP zur
Perfusionslésung hinzugegeben. Nach der Zugabe von ISO und ggf. BNP wurde die
Stimulationsfrequenz zunéchst fur je 5 Minuten auf 2 Hz und 3 Hz erhdht und im
Anschluss fir weitere 5 Minuten auf 0,5 Hz abgesenkt. Insgesamt wurden die
Muskelstreifen Uber einen Zeitraum von etwa 45 Minuten untersucht. Eine

beispielhafte Ubersicht tiber das verwendete Protokoll findet sich in Abbildung 2-10.

Frequenzprotokoll ISO £ BNP

ISO +BNP

1Hz | | 2Hz 3Hz | 05Hz |

Kraft in mN

| 1 1 > Zeit in
0 10 20 30 35 40 45 Minuten

| +BNP 100 nM |

Abbildung 2-10: Schematischer Versuchsablauf des Frequenzprotokolls mit ISO + BNP

In hellgriin sind die im Rahmen der Arbeit zu untersuchenden, potenziellen (makroskopischen) Effekte
einer Behandlung mit BNP auf die Kontraktionskurve hervorgehoben.

ISO: Isoproterenol, BNP: Brain Natriuretic Peptide
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2.7.5 Protokoll 3 (Frequenzprotokoll) = 1SO + LBQ657

Die Effekte von LBQ657 auf die atriale Funktion und Arrhythmogenese unter ISO-
Behandlung wurden ebenfalls in einem Frequenzprotokoll untersucht. Daftir wurden
die Muskelstreifen nach der Praparation und Ruhephase randomisiert und fur jeweils
60 Minuten entweder mit dem Vehikel DMSO (Kontrollgruppe) oder mit LBQ657
(Interventionsgruppe) bei etwa 4 °C in einer BDM-L6sung préainkubiert. Im Anschluss
wurden die Muskelstreifen in der Messanlage verankert. Die Konzentration des
Vehikels oder des Medikaments in der wahrend der folgenden Messungen
verwendeten Perfusionslésung entsprach der bereits bei der Prainkubation
verwendeten Konzentration, um einen Abfall der Wirkung wahrend der Messungen zu
vermeiden. Nach der Vordehnung der Muskelstreifen (bis zum Erreichen der Lmax) und
der 10-minutigen Baseline-Messung bei einer Stimulationsfrequenz von 1 Hz wurden
analog zu den vorherigen Protokollen 20 nM I1SO zur Perfusionslésung hinzugegeben.
Nach einer 20-miniutigen Messphase bei 1 Hz Stimulationsfrequenz wurde die
Frequenz dann fur je 5 Minuten auf 2 Hz und 3 Hz erhdht und im Anschluss fur weitere
5 Minuten auf 0,5 Hz abgesenkt. In diesem Protokoll wurden die Muskelstreifen

ebenfalls fir insgesamt 45 Minuten beobachtet (siehe Abbildung 2-11).

Frequenzprotokoll ISO * LBQ657

1ISO

1 Hz | 2Hz | 3Hz | 05Hz |

Kraft in mN

Zeitin
Minuten

| + LBQB57 |

Abbildung 2-11: Schematischer Versuchsablauf des Frequenzprotokolls mit ISO + LBQ657

In hellgriin sind die im Rahmen der Arbeit zu untersuchenden, potenziellen (makroskopischen)
Effekte einer Behandlung mit LBQ657 auf die Kontraktionskurve hervorgehoben

ISO: Isoproterenol, LBQ657/LBQ: Sacubitrilat

50



2 Methodik

2.7.6 Protokoll 4 (Frequenzprotokoll) = 1SO + LBQ657/Valsartan

Das zur Untersuchung der frequenzabhéngigen Effekte von LBQG657/Valsartan
verwendete Messprotokoll entspricht in Ablauf und Zeitdauer dem Protokoll, welches
die Wirkung von ausschlie3lich LBQ657 untersuchte (Abschnitt 2.7.5, Abbildung 2-11).
Anstelle von lediglich LBQ657 wurde jedoch eine Kombination aus LBQ657 und
Valsartan zur Prainkubationslésung und zur Perfusionslosung hinzugegeben. Ein
beispielhafter Versuchsablauf ist in Abbildung 2-12 zu finden.

Langzeitprotokoll ISO * LBQ657/Valsartan

1 Hz | 2Hz | 3Hz | 05Hz |

Kraft in mN

Zeitin

0 10 20 30 35 40 45 Minuten

Abbildung 2-12: Schematischer Versuchsablauf des Frequenzprotokolls mit 1SO =+
LBQ657/Valsartan

In hellgriin sind die im Rahmen der Arbeit zu untersuchenden, potenziellen (makroskopischen) Effekte
einer Behandlung mit LBQ657/Valsartan auf die Kontraktionskurve hervorgehoben

ISO: Isoproterenol, LBQ657/LBQ: Sacubitrilat, Val: Valsartan
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2.8 Auswertung der Muskelstreifenanalysen

Die Erfassung der Daten erfolgte digital mit dem von MyoTronic bereitgestellten
Programm MyoDat (Version 2020); die Sampling Rate betrug 1000 Hz. Im Anschluss
an die Messungen wurden die generierten Dateien mit dem ebenfalls von MyoTronic
bereitgestellten Programm MyoViewer analysiert. Zur Analyse der funktionellen
Parameter der Muskelstreifen wurden im Normalfall (ohne Arrhythmien) jeweils 30
aufeinanderfolgende Schlage am Ende des untersuchten Zeitraums vermessen; der
Durchschnitt dieser 30 Schlage wurde dann als Parameter in die statistische Analyse
eingepflegt. Bei den analysierten Parametern handelte es sich um die entwickelte Kraft
(in mN), die diastolische Spannung (in mN), die Half Time to Peak (HTTP), die Time
to Peak (TTP), die Full Width at Half Maximum (FWHM), die Half Relaxation Time
(HRT) und die Relaxationskonstante (tau). Die zeitgebundenen Parameter wurden
jeweils in Sekunden errechnet. Zur Berechnung der Relaxationskonstante tau wurde
ein monoexponentieller Fit der letzten 50 % der Relaxationskurve vorgenommen. Um
eine bessere Vergleichbarkeit der entwickelten systolische Kraft und der diastolischen
Spannung einzelner Muskelstreifen zu gewahrleisten, wurde, wann immer vorhanden,

eine Normalisierung auf die Querschnittsflache der Muskelstreifen vorgenommen.

Arrhythmien wurden handisch anhand folgender zuvor festgelegter Kriterien
ausgewertet. Zwischenkontraktionen und deformierende Kontraktionen wurden

gleichwertig als Arrhythmien bewertet (siehe Abbildung 2-13 fur Beispiele).

e Zwischenkontraktionen: Abweichungen von >5 % der Kontraktionsamplitude im
Zeitintervall zwischen zwei Schlagen. Bei einer Stimulationsfrequenz von 0,5
Hz wurden bei der besseren Beurteilbarkeit des Intervalls zwischen zwei
Schlagen auch sicher abgrenzbare Abweichungen <5 % der

Kontraktionsamplitude als Arrhythmie bewertet.

e Deformierte Kontraktionen: deformierende Vor- oder Nachkontraktion sowie
deutliche Einschrankungen der Relaxation mit Ubergang in eine neue

Kontraktion.

In der Datenanalyse wurden alle Muskelstreifen berticksichtigt, die einer Kontroll- oder
Interventionsgruppe zugeteilt wurden. Bei héhergradigen Arrhythmien waren einzelne

Funktionsparameter nicht sicher zu erheben (bspw. die entwickelte systolische Kraft
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oder die HRT). In diesem Fall wurde der Muskelstreifen mit allen sicher bestimmbaren
Daten und den Informationen zur Arrhythmie trotzdem in die Analyse aufgenommen,
um eine Beeinflussung der Messergebnisse durch Selektion zu verhindern. Bei einer
technisch bedingten Unterbrechungen der Messung (bspw. durch Malfunktion der

Elektroden) wurden die Muskelstreifen von der weiteren Analyse ausgeschlossen.
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Abbildung 2-13: Beispielabbildungen far Arrhythmien im Verlauf der Messungen

In den oberen beiden Teilabbildungen markiert ein (*) einzelne arrhythmische Schléage. Die untere
Teilabbildung zeigt einen Muskel mit totaler Arrhythmie.

2.9 Molekularbiologische Untersuchungen

Die Probenextraktionen und Messungen wurden gemeinsam mit Frau Dr. Paulina
Wakula entsprechend den Herstellervorgaben durchgefihrt. Zur Analyse der NEP-
Expression wurden Proben von Patient:innen mit terminaler Herzinsuffizienz tber die
DHZB Biobank akquiriert. Ein entsprechendes Ethikvotum (EA4/028/12) zur Nutzung
der Proben liegt vor und entspricht den ethischen Grundsétzen der Deklaration von
Helsinki. Alle Patient:innen waren volljahrig und willigten schriftlich in die Entnahme

einer Biopsie und die Erfassung klinischer und anamnestischer Informationen ein.
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2.9.1 Neprilysin Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Biopsien des rechten Atriums und des linken Ventrikels von N=10 Patient:innen mit
terminaler Herzinsuffizienz (genaue Patientencharakteristika siehe Ergebnisteil 3.7.2
Tabelle 3-3 und 3-4) wurden mit Hilfe einer Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA) (EHMME, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) auf ihre NEP-

Expression untersucht.

Im Folgenden werden die durchgefuhrten Schritte entsprechend Primessnig & Deil3ler
et al. 2022 kurz wiedergegeben: Die bei -80 °C gelagerten Gewebeproben wurden bei
einer Temperatur von 4 °C in einem Lysepuffer mit folgender Zusammensetzung
homogenisiert: 20 mM Tris-HCI, pH 7,4, 137 mM NacCl, 1 % NP 40, 20 mM NaF, 1 mM
Natriumdiphosphat, 50 mM B-Glycerophosphat, 10 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM
PMSF, 4 pg/ml Aprotinin, 4 pg/ml Pepstatin A und 4 pg/ml Leupeptin. Anschlielend
wurde das Homogenisat bei 12000 Umdrehungen pro Minute fur insgesamt 10
Minuten  zentrifugiert, um eventuelle Ruckstande zu entfernen. Die
Gesamtproteinkonzentration des Uberstandes wurde mittels eines Pierce BCA Assays
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) bestimmt. Daraufhin wurden die
Proben im Verhaltnis von 1:5 verdinnt und in Duplikaten untersucht. Die gemessene
Konzentration (ng/ml) wurde auf die Gesamtproteinmenge normalisiert (ng/mg

Gesamtprotein) (Primessnig & Deiller et al., 2022).

2.9.2 VASP Western Blot

Bei VASP handelt es sich um das Vasodilator-stimulierte Phosphoprotein, dessen
Phosphorylierung unter anderem als Surrogatparameter fir die Aktivierung der PKG
verwendet wird. Fur die in dieser Arbeit durchgefihrten Messungen wurden die
Muskelstreifen nach Abschluss der funktionellen Messprotokolle in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C fur weitere Untersuchungen eingelagert. Muskelstreifen
von N=5 Patient:innen, welche entweder mit DMSO oder mit LBQ657/Valsartan

behandelt wurden (siehe Abschnitt 2.7.6), wurden verwendet.

Im Folgenden werden die durchgefuhrten Schritte entsprechend Primessnig & Deil3ler
et al. 2022 kurz wiedergegeben: Die eingelagerten Muskelstreifen wurden zur
molekularbiologischen Untersuchung bei 4 °C in einem Lysepuffer mit der folgenden
Zusammensetzung homogenisiert: 20 mM Tris-HCI, pH 7,4, 137 mM NaCl, 10 %

Glycerol, 1 % NP 40, 20 mM NaF, 1 mM Natrium Pyrophosphat , 50 mM [3-
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Glycerophosphat, 10 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM PMSF, 4 ug/ml Aprotinin, 4 pg/mi
Pepstatin A, und 4 pg/ml Leupeptin. Zur Western Blot Untersuchung wurden 35 pg des
Gewebshomogenats auf 4 bis 12 % Bis-Tris Polyacrylamid Gel aufgetragen und nach
Auftrennung auf Nitrozellulose-Membranen transferiert. Unspezifische Bindungen
wurden mit 5 % getrocknetem Milchpulver, welche in Tris-gepufferter Kochsalzlésung
geldst und mit 0,1 % Tween-20 versetzt wurde, blockiert. AnschlieBend wurden die
Membranen mit anti-Phospho-Serin157 VASP (1/750) oder anti-Phospho-Serin239
(1/500) (beide von Cell Signaling, Danvers, MA, USA) und anti-VASP (1/750)
(immunoGlobe, Himmelstadt, Bayern, Deutschland) bei 4 °C tber Nacht inkubiert. Mit
IRDye 800CW verbundenes anti-Hasen IgG und mit 680RD verbundenes anti-Maus
IgG (beide von LI-COR, Lincoln, NE, USA) wurden als sekundare Antikorper
verwendet. Die Signale der jeweiligen Banden wurden schlie3lich mit dem Odyssey
CLx System detektiert, die Bandenintensitat wurde mit Hilfe der Image Studio Software
(LI-COR, Lincoln, NE, USA) quantifiziert (Primessnig & Deil3ler et al., 2022).

2.10 Statistische Analyse

Zur statistischen und graphischen Auswertung wurde das Programm GraphPad Prism
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA) in der Version 8.0.1 verwendet. Die
Datenanalyse erfolge analog zur aktuell publizierten Literatur (Eiringhaus et al., 2020).
Entsprechend Taylor et al. wurde die diastolische Spannung zu Beginn des
Messprotokolls (Baseline) auf 0 mN angeglichen (Taylor et al., 2004). Die Fehlerbalken
der den Experimenten zugehorigen Abbildungen geben den Standard Error of Means
(SEM) an. Eine one-way Analysis of Variance (ANOVA) oder two-way ANOVA, jeweils
mit repeated measures (RM), wurden zur Analyse der entwickelten systolischen Kraft,
der diastolischen Spannung und der Analyse der kontraktilen Funktionsparameter im
Rahmen der Analyse der Kraft-Frequenz-Kopplung verwendet. Als post-hoc Test
wurde bei den durchgefiihrten ANOVA-Testverfahren der Sidak Test gewéhlt. Zum
Vergleich zweier Gruppen wurde der zweiseitige t-Test verwendet. Die Analyse der
Arrhythmien erfolgte durch den zweiseitigen Chi-Quadrat-Test, unter zusatzlicher
Berechnung der Odds-Ratio (OR) mittels Baptista-Pike Methode. Zur Auswertung
einer maglichen Korrelation wurde entweder der Pearson R oder Spearman R Test
verwendet. Alle Analysen wurden unter Verwendung eines zweiseitigen

Testverfahrens durchgefiihrt; ein p Wert von p<0,05 wurde als signifikant erachtet.
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3 Ergebnisse
3.1 Vorversuche

Nachdem die Muskelstreifenanlage in Betrieb genommen wurde, wurde in den
Vorversuchen zunachst die Messstabilitat der Anlage untersucht. Ein Fokus lag dabei
auf der Untersuchung des funktionellen Einflusses einer Frequenzvariation und einer

Behandlung mit ISO auf systolische und diastolische Funktionsparameter.

3.1.1 Frequenzprotokoll

In Abbildung 3-1 sind die Kontraktionskurven eines Beispielmuskels und deren
Anpassung an veranderte Stimulationsfrequenzen dargestellt. Abbildung 3-2 zeigt die
zugehdrige statistische Aufbereitung mit Betrachtung der relativen Kraftanpassung (3-
2A) und der TTP (3-2B) sowie der Relaxationsparameter HRT (3-2C) und tau (3-2D).
Im Rahmen der Variation der Stimulationsfrequenz konnte eine signifikante,
frequenzabhangige Veranderung der Kontraktionskraft und der TTP gezeigt werden
(siehe 3-2A und 3-2B): Wahrend geringere Stimulationsfrequenzen mit einer héheren
trabekularen Kraftentwicklung und einer langeren TTP assoziiert waren (im
vorliegenden Protokoll wurde die maximale Kraftentwicklung und TTP bei 0,5 Hz
beobachtet), waren hdohere Stimulationsfrequenzen mit einem Absinken der
entwickelten Kraft und der TTP assoziiert (minimale Kraftentwicklung und TTP im
untersuchten Protokoll bei 3 Hz). Fur die Relaxationsparameter HRT und tau zeigte
sich eine numerische, jedoch nicht signifikante frequenzabhéngige Anpassung der
Werte (siehe 3-2C und 3-2D).
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Abbildung 3-1: Beispielabbildung fir eine Anpassung der Kontraktionskraft an verschiedene
Stimulationsfrequenzen

(Messung vom 27.11.2019; Kennnummer: S1V1)
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Hervorzuheben ist, dass es wahrend der Ausfihrung des Messprotokolls bei
identischen Stimulationsfrequenzen zu keinen signifikanten Unterschieden der
Funktionsparameter im zeitlichen Verlauf des Protokolls kam. Sowohl die in einem
Abstand von 10 min durchgefihrten Messungen bei einer Stimulationsfrequenz von 1
Hz als auch die in einem 20 min Abstand durchgefuhrten Messungen bei 0,5 Hz
unterschieden sich in keinem der in Abbildung 3-2 abgebildeten Funktionsparameter
signifikant. Somit konnte durch die Vorversuche eine zeitliche Stabilitat des
verwendeten Messsystems nachgewiesen werden, welche Voraussetzung fur die

Durchfuhrung der folgenden langeren Protokolle war.

=0.006

p=0,0008
p<0,0001

ns

L ]
A B I p=0,001 f 1
ne p<0,0001 1
L ] —|
H p=0,005 ! #
|—| p=0,003  p=002
2,5+ —_ a3
p=0.01
—
—_ ns
=
& 2,0 0,12
~
1]
£
& 1,5 = 0,114
@ b
5 a
N
2 1,04 F 0,101
©
g
% 0,54 0,094
x
0!0 T 1 ] T 1 L) 0108 ] 1 ] T 1 1
1Hz 05Hz 1Hz 2Hz 3Hz 0,5Hz 1Hz 05Hz 1Hz 2Hz 3Hz 05Hz
C Frequenz D Frequenz
0,154
0,12+
0,10 0,10
3 =
2 S
E 35
x
T 0,08 =
0,054
0,06
T 1 T T 1 T 0'00 T 1 T T T 1
1Hz 05Hz 1Hz 2Hz 3Hz 05Hz 1Hz 05Hz 1Hz 2Hz 3Hz 05Hz
Frequenz Frequenz

Abbildung 3-2: Frequenzabhangigkeit der atrialen in-vitro Funktion

Bei der relativen atrialen Kraftentwicklung (A) und TTP (B) zeigen sich signifikante Veranderungen bei
Variation der Stimulationsfrequenz. HRT (C) und tau (D) zeigten hingegen keine signifikante
frequenzabhangige Anpassungen (N=4 Patient:innen; n=6 Muskelstreifen, one-way ANOVA RM).

TTP: time to peak, HRT: half relaxation time, tau: Relaxationskonstante
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3.1.2 ISO-Konzentrationskurve

Neben der frequenzabhangigen Anpassung der Kontraktilitit der atrialen
Muskelstreifen wurde im Rahmen der Vorversuche auch die Dosis-Wirkungs-
Beziehung von ISO auf atriale in-vitro Funktionsparameter untersucht. Dies sollte
verifizieren, dass der funktionelle, halomaximale Effekt einer Behandlung mit ISO bei
einer Konzentration von 20 nM erreicht wird, wie in der Literatur beschrieben (Negroni
et al., 2015). So sollte gesichert werden, dass potenzielle Effekte einer zusatzlichen
Behandlung mit BNP oder LBQ657 + Valsartan nicht durch das Ausschopfen der

funktionellen Reserve allein durch ISO maskiert werden.

Wie erwartet fuhrte die Behandlung mit ansteigenden 1SO-Konzentrationen zu einer
dosisabhangigen Zunahme der entwickelten Kontraktionskraft und einer Reduktion der
TTP und der Relaxationskonstante tau (siehe Abbildung 3-3 und 3-4). Bei hoheren
ISO-Konzentrationen kam es zu einer zunehmenden Sattigung der relativen
Kraftzunahme mit einem Plateau bei einer Konzentration von 200-300 nM ISO (siehe
Abbildung 3-3). In der Detailanalyse in Abbildung 3-4 ist zudem deutlich sichtbar, dass
tatséachlich bei einer Konzentration von 20 nM ISO (markiert durch die gestrichelte Linie
in Abbildung 3-4A) eine etwa halbmaximale relative Zunahme der Inotropie beobachtet
werden konnte, wie sie basierend auf der verfligbaren Literatur zu erwarten war
(Negroni et al., 2015).

Auch fir weitere Funktionsparameter zeigte sich ein konzentrationsabhangiger Effekt
von ISO, welcher erst bei 1ISO-Konzentrationen von deutlich >20 nM ein Plateau
erreichte (siehe Abbildung 3-4B und 3-4C). Aus diesem Grund wurde fir die folgenden
(Haupt-)Versuche eine Konzentration von 20 nM ISO gewahlt, um potenzielle Effekte
von BNP und LBQ657 + Valsartan auf die funktionelle Reserve, falls vorhanden, sicher

auflosen zu kdnnen.
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Dosis-Wirkungs-Beziehung ISO
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Abbildung 3-3: Verdnderung der Kontraktionskurve eines atrialen Muskelstreifens nach
Behandlung mit steigenden ISO-Konzentrationen

(Teilschritte 0 nM, 20 nM, 50 nM, 100 nM, 200 nM, 300 nM ISO, Messung vom 26.11.2018).

Bei htheren 1ISO-Konzentrationen (zunehmende Farbintensitat der Kurve) ist eine Sattigung der
Kraftzunahme zu beobachten.

ISO: Isoproterenol
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Abbildung 3-4: Veranderung funktioneller Parameter in Reaktion auf ansteigende ISO-
Konzentrationen

Anpassung der systolischen Kraft (A), TTP (B) und tau (C) im Rahmen ansteigender ISO-

Konzentrationen (erweiterte Darstellung des in Abbildung 3-3 gezeigten Muskelstreifens; Messung vom
26.11.2018)

ISO: Isoproterenol, TTP: time to peak, tau: Relaxationskonstante
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3.2 Charakterisierung der Patient:innen

Insgesamt wurden funktionelle Messungen an Proben von 42 Patientiinnen
durchgefiihrt. Es handelte es sich um ein eher alteres (Durchschnittsalter 71 Jahre)
und mannliches Kollektiv (86 % mannlich) mit meist multiplen kardiovaskularen
Risikofaktoren. 29 % der eingeschlossenen Patientiinnen litten an einer
vorbeschriebenen Herzinsuffizienz; 26 % waren an Vorhofflimmern erkrankt. Die
Mehrheit der Patient:innen wurde im Rahmen der Grunderkrankungen mit ACE-
Hemmern/ATi-Antagonisten, 3-Blockern und einem Statin behandelt (siehe Tabelle 3-
1). Bei 83 % der Patient:innen wurde eine Bypass-Operation durchgefihrt, weitere 24
% der Patient:innen erhielten eine Aortenklappenersatz-Operation. Insgesamt wurden

bei 24 % der Patient:innen mehrere OP-Verfahren miteinander kombiniert.

Durch echokardiographische Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die
Patient:innen im Median eine EF von 53 % aufwiesen. Eine leichte LV-Hypertrophie
war bei der Mehrheit der Patient:innen nachweisbar (medianer Septumdiameter: 13
mm, posteriorer Wanddurchmesser: 12 mm). Die LAEF war mit 50 % im Median im
Kollektiv normwertig; durch die Strain-Analyse (LA strain 19 % (Median)) konnte
jedoch eine leichte subklinische Einschrankung der LA Funktion nachgewiesen
werden. Die rechtsatriale EF (RAEF) war mit 52 % normwertig. In Tabelle 3-1 und

Tabelle 3-2 sind zudem weitere Details abgebildet.
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Tabelle 3-1: Patient:innencharakteristika , -vorerkrankungen und durchgefiihrte OP-Verfahren

Median Absoluter
(IQR) oder  Anteil am
Anteil in %  Kollektiv
allg. Charakteristika
Alter 71 (66-77)
BMI 27 (24-30)
Geschlecht (mannlich) 86 % 36/42
arterielle Hypertonie 76 % 32/42
Dyslipidamie 45 % 19/42
Adipositas 26 % 11/42
Diabetes Mellitus 33% 14/42
Koronare Herzerkr. 88 % 37/42
Vorhofflimmern 26 % 11/42
COPD 14 % 6/42
Herzinsuffizienz 29 % 12/42
CKD 17 % 7142
Nikotinabusus 33% 14/42
Alkoholabusus 7% 3/42
Medikation
B-Blocker 64 % 27142
Diuretika 36 % 15/42
MRI 14 % 6/42
ARNIs 2% 1/42
Statin 64 % 27142
Orales Antidiabetikum 26 % 11/42
Insulin 5% 2/42
OP Verfahren
Bypass-Operation 83 % 35/42
Aortenklappenersatz-
Operation oder 24 % 10/42
Rekonstruktion
Mitralklappenersatz-
Operation oder 5% 2/42
Rekonstruktion
Aortenwurzelersatz- 12 0% 5/42

Operation
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Die Werte werden entweder als
Median (mit interquartiler Spanne)

oder als  Prozentwert (mit
absolutem Anteil am
Gesamtkollektiv) angegeben.

(Beachte: in 10/42 Patient:innen

wurden mehrere OP-Verfahren
kombiniert)

BMI: body mass index, COPD:
chronisch obstruktive
Lungenerkrankung, CKD:
chronische Niereninsuffizienz,
MRI: Aldosteronantagonisten,

ARNI: Angotensin-Rezeptor-
Neprilysin-Inhibitor

(Ubersetzt und angepasst aus
Tabelle 1 in Primessnig & Deil3ler
et al., 2022)
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Tabelle 3-2: Echokardiographische Funktionsparameter und préoperative Laborparameter

Patient:innen mit

Median (IQR) erfasstem Parameter
Echokardiographie
Parameter
LVEF (%) 53 (45-57) N=42
LVEDD (mm) 46 (44-52) N=41
IVSd (mm) 13 (12-14) N=41
PWd (mm) 12 (11-12) N=41
LA Volumen biplan (ml) 61 (51-81) N=36
LAVI (ml/m2) 31 (27-38) N=35
LA Diameter (mm) 38 (35-40) N=39
LA emptying fraction i _
(Norm >37 %) 50 (35-55) N=35
LA strain (>23 % norm) 19 (14-29) N=20
RA Flache (cm2) 16 (14-20) N=36
RA Diameter (mm) 35 (28-38) N=38
RA emptying fraction i _
(Norm >37 %) 52 (33-59) N=32
RA Strain -
Reservoir+Conduit (£e) 42 (31-49) N=14
E/E 11 (10-13) N=17
TAPSE (mm) 19 (17-23) N=39
RVEDD (mm) 35 (31-39) N=37
SPAP (mmHg) 25 (24-31) N=21
Laborparameter
Hb(g/dl) 14 (13-15) N=42
Na+(mmol/l) 140 (138-143) N=42
K+(mmol/l) 4,2 (4,0-4,5) N=42
NT-proBNP (ng/l) 769 (396-1984) N=23
GFR (ml/min) 76 (61-90) N=42
Creatinin (mg/dl) 0,95 (0,79-1,17) N=42
CRP (mg/l) 2,75 (0,9-11,23) N=42
HbAlc mmol/mol Hb 41 (38-46) N=19

Die Werte werden als Median (mit interquartiler Spanne, IQR) angegeben. Da insbesondere die Qualitat
der echokardiographischen Aufnahmen nicht immer ausreichend war, wird ebenfalls die Anzahl der
Patient:innen angegeben, bei welchen eine Bestimmung der echokardiographischen/laborchemischen
Parameter moglich war.

LVEF: linksventrikulare Ejektionsfraktion, LVEDD: linksventrikularer enddiastolischer Diameter, 1VDd:
diastolischer ventrikularer Septumdiameter, PWd: diastolischer Diameter der posterioren Wand, LA:
linksatrial, LAVI: linksatrialer Volumenindex, RA: rechtsatrial, TAPSE: tricuspid annular plane systolic
excursion, RVEDD: rechtsventrikularer enddiastolischer Diameter, sPAP: systolischer pulmonal-
arterieller Druck. (Ubersetzt und angepasst aus Tabelle 1 in Primessnig & DeiRiler et al., 2022)
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3.3 Der Effekt von BNP auf atriale Funktion und
Arrhythmogenese — Protokoll 1

In einem ersten Schritt sollte die Frage beantwortet werden, inwieweit BNP die atriale
Inotropie und Lusitropie bei einer konstanten, physiologischen Stimulationsfrequenz
von 1 Hz unter 1ISO-Behandlung beeinflusst. Zudem sollte auch die potenzielle
antiarrhythmische Wirkung von BNP bei konstanter Stimulationsfrequenz unter 1ISO-
Behandlung untersucht werden. Insgesamt wurden im Rahmen des abgebildeten
Protokolls Messungen an n=20 Muskelstreifen durchgefuhrt, welche aus
Gewebeproben von N=9 Patient:innen gewonnen wurden. In Abbildung 3-5 sind

Beispielmessungen der durgefihrten Versuche abgebildet.
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Abbildung 3-5: Beispielabbildungen aus dem Langzeitprotokoll mit ISO + BNP-Behandlung

Kontraktionsprofil der Kontrollgruppe (ISO behandelter Muskelstreifen, Messung vom 12.11.2019 S4V1)
und der Interventionsgruppe (ISO + BNP behandelter Muskelstreifen, Messung vom 12.11.2019 S1V1).

ISO: Isoproterenol, BNP: Brain Natriuretic Peptide
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3.3.1 Zeitabhangige Effekte von BNP auf die entwickelte systolische Kraft

Es konnte kein positiv-inotroper Effekt von 100 nM BNP auf die entwickelte Kraft unter
ISO-Behandlung 10 Minuten (Daten gepoolt aus Protokoll 1 und 2) oder 60 Minuten
nach BNP-Gabe erfasst werden (siehe Abbildung 3-6A und 3-6B). Mit der Messung
nach 60 Minuten wurde zudem ein potenzieller krafterhaltender Effekt (im Sinne eines
BNP-vermittelt verminderten Kraftabfalls Gber die Zeit) von BNP auf das atriale
Myokard weitgehend ausgeschlossen. Interessanterweise konnte jedoch eine
signifikante Korrelation zwischen dem Plasma NT-proBNP Spiegel der Patient:innen
(einem Surrogatmarker fir die Konzentration zirkulierender NPs) und der relativen
Kraftzunahme unter ISO-Behandlung gezeigt werden (Abb. 3-6C; r=0,65, p=0,0026),
was auf einen potenziellen positiven Effekt von BNP auf die funktionelle inotrope

Reserve bei chronischer BNP-Einwirkung hinweisen kdnnte.
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3 fir 10 min mit ISO behandelt
wurden.

ISO: Isoproterenol, BNP: Brain
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Abbildung 1 in Primessnig &
Deil3ler et al., 2022)
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3 Ergebnisse

Auch in der gepaarten Analyse weiterer Parameter der atrialen Inotropie und Lusitropie
wie der TTP, HRT und tau konnten keine signifikanten Unterschiede vor und nach
Zugabe von BNP unter ISO nachgewiesen werden (gepoolte Daten aus Protokoll 1
und 2). Nach Zugabe von BNP zeigte sich lediglich ein statistischer Trend hin zu einer
Verlangerung der TTP durch BNP von 105,6+20 ms auf 106,3+20 ms (p=0,067),

welcher jedoch nicht als funktionell relevant zu erachten ist (siehe Abb. 3-7).
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Abbildung 3-7: Anderung atrialer in-vitro Kontraktionsparameter unter 1ISO vor und 10 min nach
Behandlung mit 100 nM BNP

In der gepaarten Analyse von n=30 Muskelstreifen vor und 10 Minuten nach Zugabe von 100 nM BNP
wird deutlich, dass BNP keine relevanten, kurzfristigen Effekte auf die atriale in-vitro Kontraktion und
Relaxation unter ISO entfaltete. (A) zeigt die Anderung der relativen entwickelten Kraft (normalisiert zur
Kraft wahrend der Baseline), (B) die time to peak. (C) bildet die half relaxation time ab und (D) die
Relaxationskonstante tau. Keiner der gezeigten Parameter anderte sich nach Zugabe von BNP
signifikant, lediglich fiir die time to peak zeichnete sich ein statistischer Trend ab (p=0,067, gepaarter t-
Test). Die Stimulationsfrequenz betrug 1 Hz.

ISO: Isoproterenol, BNP: Brain Natriuretic Peptide, TTP: time to peak, HRT: half relaxation time, tau:
Relaxationskonstante
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3 Ergebnisse

3.3.2 Zeitabhangige Effekte von BNP auf die diastolische Spannung

Interessanterweise zeigte sich bei der Analyse der diastolischen Spannung (als
weiterer lusitroper Parameter) ein deutlicher Effekt der Behandlung mit BNP. Wahrend
es in der Kontrollgruppe mit alleiniger 1SO-Behandlung zu einem Anstieg der
diastolischen Spannung kam, wies die zusatzlich mit 100 nM BNP behandelte
Interventionsgruppe im Verlauf der Messung im Vergleich eine signifikant geringere
diastolische Spannung auf (p=0,005; Abbildung 3-8A). Die Effekte der zusatzlichen
Behandlung mit BNP auf die diastolische Spannung wurden im vorliegenden
Messprotokoll 20 min nach Zugabe von BNP sichtbar. Die Veranderung der
diastolischen Spannung der einzelnen Streifen unter ISO bzw. ISO + BNP Uber die
Zeit wurde nachfolgend durch eine lineare Funktion angen&hert und untersucht. Es
fand sich ein Trend zu einem starkeren Abfall der Funktion der diastolischen Spannung
Uber die Zeit in der zusatzlich mit BNP behandelten Gruppe (p=0,055, Abb. 3-8B).

~0,005 )
A P Abbildung 3-8: Ander-

p=0,018 p=0,006 p=0,004 p=0,005 p=0,0098 ung der diastolischen
|—i |0—D| Spannung unter ISO %
BNP-Behandlung

. ® ° (A) Verlauf der
diastolischen Spannung
in der mit ISO (rot) und

-
[
[ ]

% ISO + BNP (grin)

® e e e a Y behandelten Gruppe; im

t T %z !'I' °*E o= Vergleich wurde die
[ ]

diastolische  Spannung
durch die Zugabe von
BNP signifikant
vermindert (p=0,005,

Diastolische Spannung
(mN/mm?)
o
1
Qt
H
e
4P o o
o-pp
oY

[
-
[

-2 T T T T T T T two-way ANOVA RM).
10min 20min 30min 40min 50 min 60 min 70 min Zur besseren Ubersicht
ist die diastolische
B Spannung der Baseline
jeweils mit 0 mN
0,03 p=0,055 leichgesetzt.
> — * ISO e
c
3 _E ISO + BNP (B) . Verlauf der
c @ 0027 ® diastolischen Spannung
a % als  Ergebnis  einer
5 S 0.014 . linearen Regression
5 o ’ e®0e (p=0,055, t-Test).
9w ©
S E good e agn. ISO: Isoproterenol,
u’ — ) . . . .
T o L 2 e BNP: Brain Natriuretic
S5 ° Peptide
3 5 0,011 )
=& (Ubersetzt und ange-
>~ ® passt aus Abbildung 1 in
-0,02 I T Primessnig & Deil3ler et
ISO ISO + BNP al., 2022)

66



3 Ergebnisse

3.3.3 Zeitabhangige Effekte von BNP auf die Entstehung von Arrhythmien

In einem letzten Schritt wurde das Auftreten von Arrhythmien zu drei verschiedenen
Zeitpunkten (25 bis 30 min, 45 bis 50 min und 65 bis 70 min nach ISO-Gabe)
guantifiziert. Der Unterschied zwischen der 1ISO und der ISO + BNP behandelten

Gruppe ist anhand von Beispiel-Messungen in Abbildung 3-9 exemplarisch dargestellt.

*

\LMLMM LMLLULLM&U il Muhum AL
% | ISO behandelter Muskelstreifen
- Zeit 10s
1Hz
=
E ISO + BNP behandelter Muskelstreifen

Zeit 10s

Abbildung 3-9: Beispielabbildungen von Arrhythmien im Rahmen des ISO + BNP-
Langzeitprotokolls

Muskelstreifen aus der Kontrollgruppe (1ISO-Behandlung) und der Interventionsgruppe (ISO + BNP-
Behandlung). Einzelne arrhythmische Schlage der Kontrollgruppe sind exemplarisch hervorgehoben
(rote Umrandung); der mit einem (*) hervorgehobene Schlag ist zudem zur besseren Ubersicht
vergroRert abgebildet. In dem zusatzlich mit BNP behandelten Muskelstreifen sind keine Arrhythmien
nachweisbar.

ISO: Isoproterenol, BNP: Brain Natriuretic Peptide

(Ubersetzt und angepasst aus Abbildung 3 in Primessnig & DeiRler et al., 2022)

Fur jede der drei untersuchten Zeitspannen zeigte sich eine numerisch verminderte
Inzidenz von Arrhythmien in der Interventionsgruppe (siehe 3-10A bis 3-10C). Eine
gepoolte Analyse der Arrhythmien bestétigte einen Trend zu einer verminderten
Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten von Arrhythmien in der zusatzlich mit BNP
behandelten Gruppe: Wahrend sich in der nur mit ISO behandelten Gruppe in 51,5 %
der Zeitpunkte Arrhythmien zeigten, waren Arrhythmien nur in 29,6 % der Zeitpunkte

in der mit ISO und BNP behandelten Gruppe nachweisbar (p=0,087). Dies entspricht
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3 Ergebnisse

einer Odds Ratio von 0,40 fur die zusatzlich mit BNP behandelte Gruppe (Abbildung
3-10D).
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Abbildung 3-10: Anzahl arrhythmischer Muskelstreifen pro untersuchter Zeitspanne im
Langzeitprotokoll unter ISO + BNP-Behandlung

Nachweis einer Arrhythmie im Zeitraum 25 bis 30 Minuten (A), 45 bis 50 Minuten (B) und 65 bis 70
Minuten (C) nach ISO-Gabe in einem Betrachtungszeitraum von jeweils 5 Minuten. In (D) ist die
Gesamtauswertung uber alle untersuchten Zeitpunkte abgebildet. Fiir diese gepoolte Analyse zeigt sich
ein statistischer Trend hin zu einer Verminderung des Arrhythmie-Risikos in der zusatzlich mit BNP
behandelten Gruppe (p=0,087, Chi-Quadrat-Test).

ISO: Isoproterenol, BNP: Brain Natriuretic Peptide, OR: Odds Ratio

(3-10D ubersetzt und angepasst aus Abbildung 3 in Primessnig & Deiller et al., 2022)
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3 Ergebnisse

3.4 Der Effekt von BNP auf atriale Funktion und
Arrhythmogenese — Protokoll 2

In einem zweiten Protokoll wurde der Effekt von BNP auf die frequenzabhangige
Verédnderung der Kontraktilitdt unter ISO untersucht (siehe Abb. 3-11). Nach Zugabe
von ISO + BNP wurde in diesem Protokoll die Stimulationsfrequenz fur je 5 Minuten
auf 2 Hz, 3 Hz und 0,5 Hz verandert. So konnte neben dem Einfluss von BNP auf die
frequenzabhangige Inotropie und Lusitropie und die diastolische Spannung auch das
frequenzabhangige Auftreten von Arrhythmien untersucht werden. Insgesamt wurden
im Rahmen des zweiten Protokolls Messungen an n=40 Muskelstreifen von N=17
Patient:innen durchgefihrt.
ISO behandelter Muskelstreifen

1Hz 2 Hz 3 Hz 0,5 Hz
> |
£
£
&
|
|
I ISO + BNP behandelter Muskelstreifen
| 1 Hz 2Hz |[3Hz | 0,5Hz
1
| BNP
2 | |
£
£
%
>

BNP 100 nM |
>

Zeit in Minuten
Abbildung 3-11: Beispielabbildungen aus dem Frequenzprotokoll mit ISO £ BNP-Behandlung
Kontraktionsprofil der Kontrollgruppe (ISO behandelter Muskelstreifen, Messung vom 24.01.2019
S3V1) und der Interventionsgruppe (ISO + BNP behandelter Muskelstreifen, Messung vom 02.07.2019
S1Vi).

ISO: Isoproterenol, BNP: Brain Natriuretic Peptide

69
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3.4.1 Frequenzabhangige Effekte von BNP auf die entwickelte systolische
Kraft

Wie erwartet konnte eine frequenzabhangige Veranderung der funktionellen
Parameter gezeigt werden, was exemplarisch in Abbildung 3-12 an der Variation der
entwickelten systolischen Kraft (p<0,0001, two-way ANOVA RM) abgelesen werden
kann. Eine Erh6hung der Stimulationsfrequenz ging mit einer verminderten
Kraftentwicklung einher, eine Verminderung der Stimulationsfrequenz mit einer
erhohten Kraftentwicklung. Auch fur die TTP (p=0,04, two-way ANOVA RM) und die
Relaxationskonstante tau (p=0,007, two-way ANOVA RM) konnte diese
Frequenzabhangigkeit wéhrend der Behandlung mit ISO = BNP nachgewiesen
werden. Nachdem bereits im vorherigen Kapitel (3.3.1 siehe Abb. 3-6A/B, Abb. 3-7A)
keine Effekte eine Behandlung mit BNP auf die atriale Inotropie und Lusitropie unter
ISO bei einer Stimulationsfrequenz von 1 Hz gezeigt werden konnten, zeigte sich im
Protokoll 2 (siehe Abbildung 3-12), dass auch bei einer Variation der
Stimulationsfrequenz auf 2 Hz, 3 Hz und 0,5 Hz keine BNP-Effekte auf Inotropie und
Lusitropie unter ISO nachweisbar waren. Weder die Inotropie im Allgemeinen (Abb. 3-
12), noch weitere Funktionsparameter wie HTTP, TTP, HRT oder tau wurden durch
eine zusatzliche BNP-Behandlung signifikant beeinflusst (nicht abgebildet, alle ns).

p<0,0001
p<0,0001 p<0,0001
209 ns ns ns ¢ IS0
| | | ISO + BNP
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(relativ zur Kraft nach ISO, mN)
o
1

o
o

T T T
2Hz 3 Hz 0,5Hz

Abbildung 3-12: Veradnderung der entwickelten systolischen Kraft bei Variation der
Stimulationsfrequenzen nach Behandlung mit ISO + BNP

Eine Variation der Stimulationsfrequenz fiihrte in beiden Gruppen (ISO und ISO + BNP) zu einer
signifikanten, frequenzabhéngigen Veranderung der Inotropie (two-way ANOVA RM; p<0.0001). Ein
Unterschied zwischen der Kontrollgruppe (ISO) und Interventionsgruppe (ISO + BNP) lie3 sich nicht
nachweisen. Zur besseren Darstellung wurden die Werte auf die systolische Kraft des jeweiligen
Muskels bei 1 Hz Stimulationsfrequenz 10 min nach der ISO-Gabe normalisiert.

ISO: Isoproterenol, BNP: Brain Natriuretic Peptide

(Ubersetzt und angepasst aus Abbildung 1 in Primessnig & DeiRRler et al., 2022)
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3.4.2 Frequenzabhangige Effekte von BNP auf die diastolische Spannung

Die Analyse des Verlaufs der diastolischen Spannung je Gruppe (ISO vs. ISO + BNP)
zeigte, dass die diastolische Spannung als lusitroper Parameter in der nur mit 1ISO
behandelten Gruppe im Verlauf der Frequenzvariation anstieg (p=0,049, one-way
ANOVA RM), wéhrend sie in der zusatzlich mit BNP behandelten Gruppe im Verlauf
des Protokolls konstant blieb (p=0,54, one-way ANOVA RM). Im direkten Vergleich
beider Gruppen zeigte sich eine signifikante Verminderung der diastolischen
Spannung in der zuséatzlich mit BNP behandelten Gruppe im Vergleich zur Kontrolle
(p=0,01, two-way ANOVA RM, siehe Abbildung 3-13). Besonders deutlich war der
Unterschied zwischen der Kontroll- und Interventionsgruppe in der letzten Phase des
Protokolls bei einer Stimulationsfrequenz von 3 Hz und 0,5 Hz (p=0,04 und p=0,002,
two-way ANOVA RM).
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Abbildung 3-13: Anderung der diastolischen Spannung unter ISO + BNP-Behandlung und
Frequenzvariation

Im Verlauf der Messung kam es zu einem signifikanten Anstieg der diastolischen Spannung in der mit
ISO behandelten Kontrollgruppe im Vergleich zur zusétzlich mit BNP behandelten Gruppe (insgesamt
p=0,01, two-way ANOVA RM). Der Unterschied zwischen beiden Gruppen wurde inshesondere bei 3
Hz (p=0,04, two-way ANOVA RM) und 0,5 Hz (p=0,002, two-way ANOVA RM) Stimulationsfrequenz
deutlich.

Zur besseren Ubersicht wurde die diastolische Spannung der Baseline auf 0 mN angeglichen. Da
aufgrund technischer Probleme nicht fur alle Muskelstreifen ein Durchmesser erfasst werden konnte,
wurden die Messwerte in dieser Abbildung nicht zusatzlich auf den Durchmesser der Muskelstreifen
normiert.

ISO: Isoproterenol, BNP: Brain Natriuretic Peptide

(Ubersetzt und angepasst aus Supplement Abbildung 1 in Primessnig & DeiRler et al., 2022)
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3.4.3 Frequenzabhangige Effekte von BNP auf die Entstehung von
Arrhythmien

3 Hz l 0,5 Hz

UL

ISO behandelter Muskelstreifen Zeit 10s

1 mN

3 Hz 0,5 Hz

L
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10s

1mN

ISO + BNP behandelter Muskelstreifen " Zeit

Abbildung 3-14: Beispielabbildungen von Arrhythmien im Rahmen des ISO + BNP-
Frequenzprotokolls

Beispielaufnahmen aus der Kontroll- und Interventionsgruppe wéhrend des Ubergangs zwischen 3 Hz
und 0,5 Hz Stimulationsfrequenz in der letzten Phase des Messprotokolls. In der oben abgebildeten
Kontraktionskurve eines Muskelstreifens mit ISO-Behandlung zeigt sich 9 Schlage nach Umstellung auf
0,5 Hz Stimulationsfrequenz die Entwicklung einer anhaltenden Arrhythmie (Beginn wird durch den
roten Pfeil im Bild markiert). Im Vergleich zeigt die Abbildung eines Muskelstreifens mit ISO + BNP-
Behandlung unten im Bild das Ausbleiben einer Arrhythmie.

ISO: Isoproterenol, BNP: Brain Natriuretic Peptide

(Ubersetzt und angepasst aus Abbildung 3 in Primessnig & DeiRler et al., 2022)

Wie bereits in dem ersten Protokoll mit konstanter Stimulationsfrequenz zeigte sich
auch bei variierenden Stimulationsfrequenzen (siehe Abbildung 3-14 und 3-15) zu
jedem der untersuchten Zeitpunkte des Frequenzprotokolls eine numerisch geringe
Inzidenz von Arrhythmien in der zuséatzlich mit BNP behandelten Gruppe (siehe
Abbildung 3-15). Insbesondere nach dem Wechsel von 3 Hz auf 0,5 Hz
Stimulationsfrequenz (,Erholungsphase®) zeigte sich eine signifikante Verminderung
des Auftretens von Arrhythmien: Wahrend in der mit ISO behandelten Gruppe 61 %
der Muskelstreifen eine Arrhythmie entwickelten, geschah dies nur in 25 % der
zusatzlich mit BNP behandelten Muskelstreifen (p=0,02; OR= 0,21; Abb. 3-15C).

AulRerdem zeigte sich in der gepoolten Analyse (aller Zeitpunkte) eine signifikante
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Verminderung der Arrhythmien in der zusatzlich mit BNP behandelten Gruppe um
mehr als 50 %: Insgesamt entwickelten sich in der mit ISO behandelten Gruppe in 36
% der Falle Arrhythmien, wéhrend dies nur in 17,3 % der Félle in der zusatzlich mit
BNP behandelten Gruppe der Fall war (p=0,008; OR= 0,37; siehe auch Abbildung 3-

15D).
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Abbildung 3-15: Anzahl arrhythmischer Muskelstreifen pro untersuchtem Zeitpunkt im 1SO +
BNP-Frequenzprotokoll

Anzahl arrhythmischer Muskelstreifen pro untersuchten Stimulationsfrequenzen: (A) bei einer
Frequenz von 1 Hz und (B) bei gesteigerten Stimulationsfrequenzen (2 Hz und 3 Hz) zeigt sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen; bei 0,5 Hz (C) und in der gepoolten Analyse (alle
Frequenzen, D) zeigt sich eine signifikante Verminderung des Auftretens von Arrhythmien in der
zusatzlich mit BNP behandelten Gruppe (0,5 Hz p=0,02, gepoolt: p=0,008; Chi-Quadrat-Test).

ISO: Isoproterenol, BNP: Brain Natriuretic Peptide, OR: Odds Ratio

(3-15C und D Ubersetzt und angepasst aus Abbildung 3 in Primessnig & Deil3ler et al., 2022)
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3.5 Der Effekt von Sacubitrilat (LBQ657) auf atriale Funktion
und Arrhythmogenese — Protokoll 3

Die Ergebnisse der ersten beiden Versuchsreihen legten nahe, dass BNP vorteilhafte
Effekte auf die diastolische Spannung und auf die Entstehung von Arrhythmien
entfaltet. Die verwendete Konzentration von 100 nM BNP lag jedoch Uber den im
menschlichen Korper vorkommenden BNP-Konzentrationen (bei terminaler
Herzinsuffizienz werden durchschnittliche Plasma BNP-Konzentrationen von 0,074 nM
in-vivo beschrieben (Goetze et al., 2020)). Inwieweit eine pharmakologische Erh6hung
der intrinsisch in humanem atrialem Myokard vorliegenden NPs die systolische
Kraftentwicklung  bzw. inotrope Reserve, diastolische Spannung und
Arrhythmogenese unter ISO beeinflusst, sollte deshalb in einem nachsten Schritt durch
die Behandlung die Muskelstreifen mit Sacubitrilat (LBQ657), dem aktiven Wirkstoff
des ARNIs Entresto® (LBQ657/Valsartan), untersucht werden.

Da eine Behandlung mit LBQ657 neben dem Abbau der NPs ANP und BNP jedoch
auch den Abbau weitere Hormone (wie etwa AT2, Bradykinin oder ET-1) mit teilweise
gegenteiliger Wirkung am Myokard beeinflusst, sollten in diesem Messprotokoll im
Wesentlichen zwei Fragen untersucht werden: Einerseits sollte geklart werden,
inwieweit die Effekte der natirlich im Myokard vorliegenden NPs durch eine
Behandlung mit LBQ657 moduliert/verstarkt werden kénnen. Zudem sollte auch eine
potenzielle Uberlagerung der positiven NP-Effekte durch die partiell gegensétzliche

Wirkung von insbesondere AT2 und ET-1 untersucht werden.

Wie bereits im vorhergehenden Messprotokoll wurde fir diesen Zweck ein Protokoll
mit 1SO-Stimulation und anschlieBender Variation der Stimulationsfrequenz gewahlt
(siehe Abbildung 3-16). Um eine ausreichende Inhibition der NEP durch LBQ657 zu
gewahrleisten, wurden die Muskeln nach der Préaparation fiir 60 Minuten entweder mit
dem Vehikel (DMSO) oder mit LBQ657 prainkubiert. In der Perfusionslésung der
Muskelstreifen befand sich zur Aufrechterhaltung der Wirkung wahrend der gesamten
Messung ebenfalls entweder das Vehikel oder LBQ657. Die LBQ-Konzentration
wahrend Prainkubation und Messung entsprach jeweils der maximalen in-vivo
Plasmakonzentration bei oraler Behandlung mit Sac/Val (Entresto®). Insgesamt

wurden n=15 Muskelstreifen von N=5 Patient:innen untersucht.
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Abbildung 3-16: Beispielabbildungen aus dem Frequenzprotokoll mit Vehikel (DMSO)- oder
LBQ657-Behandlung

Kontraktionsprofile der Kontrollgruppe (DMSO + ISO behandelter Muskelstreifen, oben) und der
Interventionsgruppe (LBQ657 + ISO behandelter Muskelstreifen, unten). Messungen vom 17.12.2019
(P1S4V2 und P2S1V1).

ISO: Isoproterenol, LBQ657: Sacubitrilat, DMSO: Dimethylsulfoxid (L6sungsmittel)
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3.5.1 Frequenzabhangige Effekte von LBQ657 auf die entwickelte systolische
Kraft

Wie in Abbildung 3-17B zu sehen ist, kam es auch in den mit LBQ657 bzw. DMSO
prainkubierten Muskelstreifen unter 1ISO-Behandlung zu einer frequenzabhéangigen
Veranderung der Kontraktilitat (p<0,0001). Die zusétzliche Prainkubation und Prasenz
von LBQ657 hatte im Vergleich zur Kontrollgruppe keinen Einfluss auf die
Kraftentwicklung, weder bei der basalen Stimulationsfrequenz von 1 Hz (Abb. 317A),
noch bei variierenden Frequenzen (2 Hz, 3 Hz oder 0,5 Hz). Auch die Ubrigen
untersuchten Parameter der Kontraktion wie etwa HTTP, TTP, HRT und tau wurden
durch die Behandlung mit LBQ657 nicht signifikant beeinflusst (Daten nicht abgebildet;
two-way ANOVA RM ns fir alle Parameter).
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Abbildung 3-17: Allgemeine und frequenzabhangige Veranderung der entwickelten systolischen
Kraft in mit Vehikel (DMSO) oder LBQ657 behandelten Muskelstreifen unter ISO-Behandlung

(A) Relative entwickelte systolische Kraft 10 min nach 1SO-Gabe bei 1 Hz Stimulationsfrequenz. Zur
besseren Ubersicht wurden die Werte auf die Baseline-Kraft des jeweiligen Muskelstreifens normalisiert.
(B) Entwickelte Kraft bei variierenden Stimulationsfrequenzen. Zur besseren Darstellung wurden die
Werte auf die systolische Kraft des jeweiligen Muskels 10 min nach ISO-Gabe bei 1 Hz normalisiert.
Neben der frequenzabhéngigen Veradnderung der entwickelten Kraft (p<0,0001 two-way ANOVA RM)
zeigt sich kein Effekt einer LBQ657 Behandlung auf die entwickelte Kraft der Muskelstreifen.

ISO: Isoproterenol, LBQ657/LBQ: Sacubitrilat, Veh: Vehikel (DMSO)

(Ubersetzt und angepasst aus Abbildung 2 in Primessnig & DeiRRler et al., 2022)
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3.5.2 Frequenzabhangige Effekte von LBQ657 auf die diastolische Spannung

Weiterhin fanden sich unter ISO-Behandlung weder in der DMSO-Gruppe, noch in der
LBQ657-Gruppe frequenzabhangige Unterschiede in der diastolischen Spannung als
Parameter der Lusitropie (Abbildung 3-18). Auch im direkten Vergleich wurden
zwischen Kontroll- und Interventionsgruppe keine Unterschiede in der diastolischen

Spannung festgestellt.

ns

1,0 ns ns ns ns
H H H— H ® SO+ Veh
2 o e 4 o IS0 +LBQ
c " ®
S5 00le 8. 2% 2% .. °
wE T |$
25 |e s
=z
2 E 0,54 . S
2
o o
a 104 g ° °
-1’5 L) I L] 1
J I 2 d
R X o2 &

Abbildung 3-18: Anderung der diastolischen Spannung unter 1SO-Behandlung und
Frequenzvariation in mit Vehikel (DMSO) oder LBQ657 behandelten Muskelstreifen

Im Verlauf der Messung konnte kein signifikanter Unterschied der diastolischen Spannung zwischen
der Kontroll- und Interventionsgruppe gezeigt werden (p=0,89, two-way ANOVA RM). Zur besseren
Ubersicht wurde die diastolische Spannung der Baseline auf 0 mN angeglichen.

ISO: Isoproterenol, LBQ657/LBQ: Sacubitrilat, Veh: Vehikel (DMSO)

(Ubersetzt und angepasst aus Supplement Abbildung 2 in Primessnig & DeiRler et al., 2022)
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3.5.3 Frequenzabhangige Effekte von LBQ657 auf die Entstehung von
Arrhythmien

Schlie8lich wurde das Auftreten von Arrhythmien wie bereits in den vorherigen
Messreihen zu jeder Phase (=Frequenz) des Protokolls erhoben. Es konnte auch an
dieser Stelle kein Effekt von LBQ657 auf die Arrhythmogenese in atrialen
Muskelstreifen gezeigt werden (Abbildung 3-19, gepoolte Analyse). Insgesamt kam es
in der mit DMSO behandelten Kontrollgruppe in 53 % der Falle zu Arrhythmien,
wahrend in der mit LBQ657 behandelten Gruppe in 61 % der Falle Arrhythmien
nachweisbar waren (p=0,55, Chi-Quadrat-Test).

40~
ns

30
=3 keine Arrhythmie

mm Arrhythmie
20

Anzahl Muskelstreifen

10

1SO + Veh 150 +LBQ

Abbildung 3-19: Gesamtauswertung der Anzahl arrhythmischer Muskelstreifen pro
untersuchtem Zeitpunkt im Frequenzprotokoll mit Vehikel (DMSQO)- oder LBQ657-Behandlung

Die gepoolte Analyse aller Zeitpunkte zeigte, dass die alleinige Behandlung mit LBQ657 zu keiner
Verminderung des Auftretens von Arrhythmien fiahrt (p=0,55, Chi-Quadrat-Test).

ISO: Isoproterenol, LBQ657/LBQ: Sacubitrilat, Veh: Vehikel (DMSO)
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3.6 Der Effekt von LBQ657 und Valsartan auf atriale Funktion
und Arrhythmogenese — Protokoll 4

In einem letzten Schritt wurde schlie3lich die Auswirkung der klinisch angewandten
Wirkstoffkombination aus NEP-Inhibitor und Valsartan (den beiden aktiven Wirkstoffen
von Entresto®) auf die atriale Funktion und Arrhythmogenese untersucht. In diesem
Protokoll sollte dem verminderten Abbau von AT2 (bedingt durch die NEP-Inhibition)
durch die zusatzliche Inhibition der ATi-Rezeptoren durch Valsartan entgegengewirkt
werden. Wie in den vorhergehenden Messprotokollen wurde ein Protokoll mit 1ISO-
Behandlung und anschlieBender Variation der Stimulationsfrequenz gewahlt (fur
Beispielmessungen siehe Abb. 3-20). Um eine ausreichende Inhibition der NEP durch
LBQ657 zu gewabhrleisten, wurden die Muskeln nach der Praparation fir 60 Minuten
entweder mit dem Vehikel (DMSO) oder mit LBQ657/Valsartan prainkubiert. In der
Perfusionslosung der Muskelstreifen befand sich ebenfalls wahrend der gesamten
Messung entweder das Vehikel oder LBQ657/Valsartan. Insgesamt wurden n=24

Muskelstreifen von N=9 Patient:innen untersucht.
ISO

1Hz | 2Hz || 3Hz = 05Hz

60 min
Prdinkubation

Kraft in mN

DSMO (Vehikel)

1Hz | 2Hz || 3Hz | 05Hz

Kraft in mN

Zeit in Minuten

Abbildung 3-20: Beispielabbildungen aus dem Frequenzprotokoll mit Vehikel (DMSO)- oder
LBQ657/Valsartan-Behandlung

Kontraktionsprofil der Kontrollgruppe (DMSO + ISO behandelter Muskelstreifen, oben) und der
Interventionsgruppe (LBQ657/Valsartan + ISO behandelter Muskelstreifen, unten). Messungen vom
23.01.2020 (S1V1) und 30.01.2020 (S4V1).

ISO: Isoproterenol, LBQ657: Sacubitrilat, DMSO: Dimethylsulfoxid (Losungsmittel)
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3.6.1 Frequenzabhangige Effekte von LBQ657/Valsartan auf die entwickelte
systolische Kraft

Unter ISO-Behandlung der mit DMSO beziehungsweise mit LBQ657 und Valsartan
prainkubierten und behandelten Muskelstreifen kam es zu einer Zunahme der
entwickelten Kraft (p<0,0001, Abb. 3-21A) und einer Abnahme der TTP (p<0,0001, 3-
21B) und der HRT (p=0.001, 3-21C). Die zusétzliche Behandlung der Muskelstreifen
mit LBQ657 und Valsartan fuhrte hingegen zu keiner signifikanten Veranderung der
absolut entwickelten systolischen Kraft und weiterer Funktionsparameter vor und nach

ISO-Gabe im Vergleich zu den mit DMSO behandelten Muskelstreifen ( Abb. 3-21).
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Abbildung 3-21: Anpassung der funktionellen Kontraktionsparameter von mit dem Vehikel
(DMSO) oder LBQ657/Valsartan behandelten Muskelstreifen vor und nach ISO-Behandlung

Fur die absolute entwickelte Kraft (A), die TTP (B), die HRT (C) und die Relaxationskonstante tau (D)
zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen der mit dem Vehikel DMSO behandelten
Kontrollgruppe und der mit LBQ657/Valsartan behandelten Interventionsgruppe vor und nach I1SO-
Behandlung (bei 1 Hz Stimulationsfrequenz). Es kann jedoch ein signifikanter 1ISO-abhangiger Effekt
auf die entwickelte Kraft (p<0,0001), die TTP (p<0,0001) und die HRT (p=0,001) gezeigt werden. Auch
fur die Relaxationskonstante tau zeigt sich ein Trend (p=0,12) fur einen 1SO-abhéangigen Effekt (alle
Tests two-way ANOVA RM).

ISO: Isoproterenol, Veh: Vehikel (DMSO), LBQ: LBQ657/Sacubitrilat, Val: Valsartan, TTP: time to peak,
HRT: half relaxation time, tau: Relaxationskonstante
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Bei der basalen Stimulationsfrequenz von 1 Hz zeigte sich in der mit LBQ657 und
Valsartan behandelten Gruppe zwar eine numerische Erhéhung der relativen
entwickelten Kraft um 46 % unter ISO; diese war jedoch nicht signifikant (Abbildung 3-
22A; p=0,175, t-Test). Hohere und geringere Stimulationsfrequenzen zeigten neben
der bekannten frequenzabhéngigen Veranderung der entwickelten Kraft (Abbildung 3-
22B; p<0,0001, two-way ANOVA RM) ebenfalls keine signifikanten Effekte von
LBQ657 und Valsartan auf die Inotropie atrialer Muskelstreifen. Auch weitere
Parameter wie die TTP, HRT und tau wurden wahrend der Variation der
Stimulationsfrequenz nicht signifikant durch die zusatzliche Behandlung mit LBQ657
und Valsartan beeinflusst (Daten nicht abgebildet, alle ns).
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Abbildung 3-22: Allgemeine und frequenzabhangige Veranderung der entwickelten systolischen
Kraft in mit Vehikel (DMSO) oder LBQ657/Valsartan behandelten Muskelstreifen unter ISO-
Behandlung

(A) Relative entwickelte systolische Kraft 10 min nach ISO-Gabe bei 1 Hz Stimulationsfrequenz. Zur
besseren Ubersicht wurden die Werte auf die Baseline-Kraft des jeweiligen Muskelstreifens normalisiert.
(B) Entwickelte Kraft bei variierenden Stimulationsfrequenzen. Zur besseren Darstellung wurden die
Werte auf die systolische Kraft des jeweiligen Muskels 10 min nach ISO-Gabe bei 1 Hz normalisiert.
Neben der frequenzabhéngigen Veranderung der entwickelten Kraft (p<0,0001; two-way ANOVA RM)
zeigt sich kein Effekt einer LBQ657/Valsartan Behandlung auf die Kraftentwicklung.

ISO: Isoproterenol, LBQ657/LBQ: Sacubitrilat, Val: Valsartan, Veh: Vehikel (DMSO)

(Ubersetzt und angepasst aus Abbildung 2 in Primessnig & DeiRler et al., 2022)
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3.6.2 Frequenzabhangige Effekte von LBQ657/Valsartan auf die diastolische
Spannung
Unter 1SO-Behandlung fanden sich auch im vorliegenden Protokoll 4 weder in der
DMSO-Gruppe, noch in der LBQ657 und Valsartan-Gruppe frequenzabhangige
Unterschiede in der diastolischen Spannung. AulRerdem wurden keine Unterschiede
in der diastolischen Spannung zwischen Kontroll- und Interventionsgruppe festgestellt
(two-way ANOVA RM, p=0,30, Abbildung 3-23A). Die Veranderung der diastolischen
Spannung der einzelnen Streifen nach DMSO + ISO bzw. LBQ/Val + 1SO Uber die Zeit
wurde durch eine lineare Funktion angenéhert. Hierbei fand sich ebenfalls kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen (Abb. 3-23B, t-Test, p=0,63).
A ns

4=

ns ns ns ns

—

N
1

- S - %% ........ %%%%

Diastolische Spannung
(mN/mmz2)
T

-2 I | 1 I

3V SV d Y
X o WX X

w
e

0,4
— ® Veh+ISO

¢ e LBQ/Val +1SO

0,2

0,0 %ﬁ, ...... aell® .

-0,2-

Verlauf diastolischer Spannung
(Steigung lineare Regression)

-0,4

T T
Veh + SO LBQ/Val +1SO

Abbildung 3-23: Effekt von Vehikel (DMSO) oder LBQ657/Valsartan auf die diastolische
Spannung

(A) Es kann kein signifikanter Unterschied der diastolischen Spannung zwischen der Kontrollgruppe
(DMSO + 1SO) und der Interventionsgruppe (LBQ657/Valsartan + 1SO) gezeigt werden (p=0,3, two-way
ANOVA RM). Zur besseren Ubersicht wurde die diastolische Spannung der Baseline auf OmN
angeglichen. (B) Auch in der Analyse des Anstiegs der diastolischen Spannung im Verlauf des
Protokolls mittels linearer Regression beider Gruppen zeigt sich kein Unterschied (p=0,63, t-Test).

ISO: Isoproterenol, LBQ657/LBQ: Sacubitrilat, Val: Valsartan, Veh: Vehikel (DMSO)

(Ubersetzt und angepasst aus Abbildung 2 in Primessnig & DeiRRler et al., 2022)
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3.6.3 Frequenzabhangige Effekte von LBQ657/Valsartan auf die Entstehung
von Arrhythmien

Das Auftreten von Arrhythmien wurde wéahrend jeder Stimulationsfrequenz erfasst

(entsprechend wahrend 1 Hz, 2 Hz & 3 Hz und 0,5 Hz). Zudem wurde ein gepoolter

Gesamtwert der auftretenden Arrhythmien berechnet. Beispiele flr beobachtete

Arrhythmien wéahrend der Messungen sind in Abbildung 3-24 dargestellt.

1 Hz l 2 Hz

£ |

- DMSO + ISO behandelter Muskelstreifen Zeit =05
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=2 I i

E |
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Abbildung 3-24: Beispielabbildungen von Arrhythmien im Rahmen des LBQ657/Valsartan-
Frequenzprotokolls

Kontraktionskurven aus der Kontroll- und Interventionsgruppe wéhrend des Ubergangs zwischen 1 Hz
und 2 Hz Stimulationsfrequenz zu Beginn der Frequenzsteigerung im Messprotokoll. In der oben
abgebildeten Kontraktionskurve eines Muskelstreifens aus der Kontrollgruppe mit DMSO (Vehikel)-
Behandlung zeigt sich nach etwa 15 Sekunden nach Umstellung auf 2 Hz ein Alternieren der
Kontraktionskraft mit intermittierenden Arrhythmien (roter Pfeil). Diese intermittierenden Arrhythmien
sind insbesondere am Ende der Abbildung deutlich abgrenzbar (hervorgehoben mit roten Sternen). Im
Vergleich zeigt die Abbildung unten im Bild mit LBQ657 und Valsartan-Behandlung keine Arrhythmien.

ISO: Isoproterenol, LBQ657/LBQ: Sacubitrilat, Val: Valsartan, Veh: Vehikel (DMSO)

(Ubersetzt und angepasst aus Abbildung 3 in Primessnig & DeiRRler et al., 2022)
Interessanterweise zeigte sich bei héheren Stimulationsfrequenzen zu Beginn des
Messprotokolls (gepoolt 1, 2 und 3 Hz) eine deutliche Verminderung der Arrhythmien
in der mit LBQ657 und Valsartan behandelten Gruppe (p=0,02, Chi-Quadrat-Test):
Wahrend es in der mit dem Vehikel behandelten Gruppe in 38,1 % der Falle zu
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Abbildung 3-25: Anzahl arrhythmischer Muskelstreifen pro untersuchtem Zeitpunkt im
LBQ657/Valsartan-Frequenzprotokoll

Anzahl arrhythmischer Muskelstreifen pro untersuchtem Frequenzbereich oder untersuchter Frequenz:
(A) bei einer Frequenz von 1 Hz, (B) bei gesteigerten Stimulationsfrequenzen (2 Hz und 3 Hz), (C) bei
einer Frequenz von 0,5 Hz, (D) gepoolte Analyse Uber alle Frequenzbereiche. Fir hdhere
Stimulationsfrequenzen (2 und 3 Hz) zeigt sich eine signifikant verminderte Wahrscheinlichkeit fir das
Auftreten von Arrhythmien in der mit LBQ657/Valsartan behandelten Gruppe (p=0,04, Chi-Quadrat-
Test). In der gepoolten Analyse zeigt sich zudem ein Trend hin zu einem verminderten Auftreten von
Arrhythmien nach LBQ657/Valsartan-Behandlung (p=0,12, Chi-Quadrat-Test).

ISO: Isoproterenol, LBQ657/LBQ: Sacubitrilat, Val: Valsartan, Veh: Vehikel (DMSO), OR: Odds Ratio

(3-25B und D ubersetzt und angepasst aus Abbildung 3 in Primessnig & Deil3ler et al., 2022)

Arrhythmien kam, entwickelten sich nur 12,9 % der Falle Arrhythmien in der mit
LBQ657 und Valsartan behandelten Gruppe. Dies entsprach einer Odds-Ratio von
0,24 flur die zuséatzlich mit LBQ657 und Valsartan behandelten Gruppe (Daten nicht
separat gezeigt). Besonders der Frequenzbereich von 2 und 3 Hz, welcher tGber der
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basalen Stimulationsfrequenz von 1 Hz lag, zeigte mit einer Odds Ratio von 0,24 fur
die Behandlung mit LBQ657 und Valsartan eine relevante Verminderung des
Auftretens von Arrhythmien (3-25B, p=0,04, Chi-Quadrat-Test).

In der Erholungsphase (0,5 Hz am Ende des Messprotokolls, siehe Abb. 42C) zeigte
sich hingegen kein antiarrhythmischer Effekt der Behandlung mit LBQ657 und

Valsartan mehr.

Insgesamt zeigt sich fur die zusatzliche Behandlung mit LBQ657/Valsartan ein Trend
(p=0,12, OR= 0,48; siehe Abbildung 3-25D) hin zu einer Verminderung des Auftretens
von Arrhythmien. Wahrend in der Kontrollgruppe in 37,5 % der untersuchten
Zeitpunkte Arrhythmien festgestellt wurden, zeigten sich in der zusatzlich mit
LBQ657/Valsartan behandelten Gruppe lediglich in 22,5 % der Félle Arrhythmien, was

einem Trend zur Reduktion des Auftretens von Arrhythmien um 40 % entspricht.
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3.7 Molekularbiologische Untersuchung der Muskelstreifen und

myokardialer Biopsien
3.7.1 VASP Phosphorylierung in atrialen Muskelstreifen nach

LBQ657/Valsartan-Behandlung
Alle Muskelstreifen wurden nach Abschluss der Messungen in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C fur weitere Untersuchungen eingelagert. Um zu
untersuchen, in wieweit die cGMP/PKG-Signalkaskade durch die Behandlung mit
LBQ657 und Valsartan beeinflusst wird, wurde die Phosphorylierung des Vasodilator-
stimulierten  Phosphoproteins (VASP) an Serin-157 und Serin-239 als
Surrogatparameter fur die Aktivierung der PKG bestimmt (Borgognone et al., 2014;
Sartoretto et al., 2009). Insbesondere die Phosphorylierung an Serin-239 ist ein
etablierter Marker fir die von NPs tGber den cGMP/PKG-Signalweg vermittelte VASP-
Phosphorylierung (Sartoretto et al., 2009). Fur die vorliegende Analyse wurden
Muskelstreifen von N=5 Patient:innen aus den in Sektion 3.6 gezeigten Versuchen der
Kontroll- und der Interventionsgruppe untersucht. Es zeigte sich jedoch an beiden
VASP-Phosphorylierungsstellen kein signifikanter Unterschied zwischen den mit dem
Vehikel (DMSO) und den mit LBQ657 und Valsartan behandelten Muskelstreifen

(siehe Abbildung 3-26).
A

W

P-VASP 157/VASP total
P-VASP 239/VASP total

Abbildung 3-26: VASP-Phosphorylierung an Serin-157 und Serin-239 als Surrogatparameter fir
die cGMP/PKG-Aktivierung nach Behandlung mit Vehikel (DMSO) oder LBQ657/Valsartan

Weder fiur Serin-157 (A) noch fur Serin-239 (B) zeigt sich eine Zunahme der VASP-Phosphorylierung
durch die Behandlung mit LBQ657 und Valsartan (ns, t-Test). Die Phosphorylierung wird in der
Abbildung in Relation zur Gesamtkonzentration von VASP angegeben. Als Positivkontrolle diente eine
Gewebeprobe, welche fir eine Dauer von 10 Minuten mit 200 nM ISO behandelt wurde.

P-VASP: phosphoryliertes VASP, Veh: Vehikel, ISO: Isoproterenol, LBQ657/LBQ: Sacubitrilat, Val:
Valsartan, a.u.: arbitrary units (beliebige Einheiten)

(Ubersetzt und angepasst aus Supplement Abbildung 3 in Primessnig & DeiRler et al., 2022)
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3.7.2 Neprilysin-Expression in rechtsatrialen und linksventrikularen Biopsien

Die Ergebnisse der vorherigen Experimente legten nahe, dass eine Inhibition von NEP
bei gleichzeitiger Behandlung mit Valsartan zu einem verminderten Auftreten von
Arrhythmien flihren konnte. Inwieweit sich die NEP-Expression im Verlauf einer
Herzinsuffizienz jedoch verandert/anpasst, ist in der aktuellen Literatur nicht
abschlieRend geklart. Zudem liegen bis dato keine quantitativen Daten zur Expression
von NEP im menschlichen Vorhof vor. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit neben
den beschriebenen funktionellen Messungen auch die atriale und als Referenz auch

die ventrikulére Expression von NEP mittels ELISA quantifiziert.

Atriale und ventrikulare Proben von N=10 Patient:innen mit terminaler Herzinsuffizienz,
welche sich entweder einer Herztransplantation (70 %) oder der Implantation eines
linksventrikularen  Assistenzsystems (30 %) unterzogen, wurden fur die
molekularbiologische Analyse eingeschlossen. Die Biopsien wurden im Rahmen des
jeweiligen Eingriffs gewonnen und bis zur molekularbiologischen Untersuchung bei -

80 °C gelagert.

Es handelte sich um ein Patient:innenkollektiv mit einem medianen Alter von 52
Jahren, welches zu gleichen Teilen aus Mannern und Frauen zusammengesetzt war.
Als Hauptursachen der Herzinsuffizienz der Gruppe wurden eine ischamische (40 %)

und eine dilatative (30 %) Kardiomyopathie identifiziert.

Alle eingeschlossenen Patient:innen waren an einer terminalen Herzinsuffizienz mit
stark eingeschrankter LVEF (im Median 20 %) erkrankt; 50 % der Patient:innen litten
zudem an Vorhoffimmern. Sonographisch waren bei den Patient:innen deutlich
dilatierten Kammern und eine global eingeschrankte Herzfunktion nachweisbar. Als
laborchemischer Parameter der Herzinsuffizienz war zum Zeitpunkt der Operation
zudem war das NT-proBNP im Plasma der Patient:innen mit >2800 pg/ml im Median
(Durchschnitt >6700 pg/ml) stark erhoht.

Eine genaue Charakterisierung der Patient:innen findet sich nachfolgend in Tabelle 3-
3 und Tabelle 3-4.
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Tabelle 3-3: Patient:innencharakteristika der NEP-ELISA Kohorte

Patient:innen Charakteristika

allg. Charakteristika Medikation
Alter 52 (45-56) ACE-Hemmer/ AT1-RB 70 %, 7/10
Geschlecht (mannlich) 50 %, 5/10 B-Blocker 80 %, 8/10
Diuretikum 80 %, 8/10
BMI 23 (21-31) MRl 80 %, 8/10
Herzinsuffizienz 100 %, 10/10 ARNIs 10 %, 1/10
arterieller Hypertonus 30 %, 3/10 Digitoxin 10 %, 1/10
Dyslipidamie 60 %, 6/10 Ca?*-Kanal-Antagonist 10 %, 1/10
Adipositas 30 %, 3/10 Amiodaron 30 %, 3/10
Diabetes Mellitus 30 %, 3/10 Statin 60 %, 6/10
Herzerli(gr?ﬁ?r:e 60 %, 6/10 orales Antidiabetikum 10 %, 1/10
_ g OP Verfahren
Vorhofilimmern 50 Z/" 5/10 Herztransplantation 70 %, 7/10
COPD 20 %, 2/10 LVAD Implantation 30 %, 3/10
__chronische 44 00 51
Niereninsuffizienz
kardiale Voroperation 0
(Bypass, Klappen-Op) 40 %, 4/10
Implantat (ICD, PM) 80 %, 8/10
pulmonal-arterieller 40 %. 4/10
Hypertonus
Hauptdiagnose
ischamische KM 40 %, 4/10
dilatative KM 30 %, 3/10
Myokarditis 20 %, 2/10
restriktive KM 10 %, 1/10
Abgebildet sind allgemeine  Patientiinnencharakteristika, = Hauptdiagnosen,  Medikationen,

3 Ergebnisse

Vorerkrankungen und durchgefiihrte OP-Verfahren. Die Werte werden entweder als Median (mit
interquartiler Spanne) oder als Prozentwert (mit dem absoluten Anteil am Gesamtkollektiv) angegeben.

BMI: Body Mass Index, COPD: Chronisch-obstruktive Lungenerkrankung, ICD: implantierbarer
Kardioverter-Defibrillator, PM: Schrittmacher, KM: Kardiomyopathie, MRI: Mineralocorticoid Rezeptor
Inhibitor, ARNI: Angiotensin-Rezeptor Neprilysin-Inhibitor, LVAT: linksventrikuldres Assistenzsystem

(Ubersetzt und angepasst aus Supplement Tabelle 1 in Primessnig & DeiRler et al., 2022)
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Tabelle 3-4: Echokardiographische Parameter zum Zeitpunkt der Operation der NEP-ELISA
Kohorte

Echokardiographie Median (IQR)  Parameter-

Parameter Bestimmung moglich
LVEF (%) 20 (15-26) N=10
LVEDD (mm) 68 (60-82) N=10
IVSd (mm) 12 (10-13) N=10
PWd (mm) 10 (8-12) N=10
LA Volumen biplan 106 (78-122) N=10
(ml)

LAVI (ml/m?) 51 (40-61) N=10
LA Diameter (mm) 46 (41-50) N=10
LA emptying fraction i _
(norm >37%) 27 (18-34) N=10
LA Strain (>23% 11 (7-16) N=9
norm)

RVEF (%) 37 (33-41) N=10
RA Flache (cm?) 23 (17-33) N=10
RA Diameter (mm) 44 (30-52) N=10
RA emptying fraction i _
(norm >37%) 31 (29-38) N=8
RA Strain _
Reservoir+Conduit 12 (16-40) N=6
TAPSE (mm) 14 (13-16) N=9
RVEDD (mm) 40 (33-49) N=10
SPAP (mmHgQ) 38 (35-44) N=4

Die Werte werden als Median (mit interquartiler Spanne, IQR) angegeben. Da die Qualitat der
echokardiographischen Aufnahmen nicht immer ausreichend war, wird auf der rechten Spalte der
Tabelle die Anzahl an Patient:innen angegeben, bei der eine Bestimmung der Parameter mdglich war.

LVEF: linksventrikulare Ejektionsfraktion, LVEDD: linksventrikulérer enddiastolischer Diameter, 1VDd:
diastolischer ventrikularer Septumdiameter, PWd: diastolischer Diameter der posterioren Wand, LA:
linksatrial, LAVI: linksatrialer Volumenindex, RA: rechtsatrial, TAPSE: tricuspid annular plane systolic
excursion, RVEDD: rechtsventrikularer enddiastolischer Diameter, sPAP: systolischer pulmonal-
arterieller Druck

(Ubersetzt und angepasst aus Supplement Tabelle 1 in Primessnig & DeiRler et al., 2022)

89
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In der Analyse mittels ELISA zeigte sich, dass NEP in gleicher Konzentration im
atrialen und ventrikularen Myokard exprimiert war (siehe Abb. 3-27A). Zudem konnte
nachgewiesen werden, dass ein signifikanter Zusammenhang zwischen RA und LV
NEP-Expression besteht (Abb. 3-27C; r= 0,73, p=0,017; Pearson R).

Neben dieser allgemeinen Analyse zeigte sich auch ein relevanter Zusammenhang

zwischen kardialen Funktionsparametern und der NEP-Expression.

Das LA-Volumen (als indirekter Parameter fur die LV-Vorlast) korrelierte invers mit der
LV NEP-Expression (Abb. 3-27B; r=-0,69; p=0,039, Pearson R). Eine steigende LV-

Vorlast war somit mit einer reduzierten NEP-Expression assoziiert.

Zudem zeigte sich ein Zusammenhang zwischen RA-Funktion und der RA NEP-
Expression: Eine verringerte RAEF und ein verminderter RA Strain waren beide mit
einer Reduktion von NEP im rechten Atrium assoziiert. Sowohl die Korrelation des RA
NEP und der RAEF (Abb. 3-27D, r=0,806, p=0,016, Pearson R) als auch die
Korrelation des RA NEP und des RA Strain (r=0,717, p=0,11, Pearson R) deuteten in
diesem Kontext auf einen Zusammenhang zwischen der NEP-Expression und der RA

Funktion hin.

In einer letzten Analyse konnte schlief3lich gezeigt werden, dass eine héhere klinische
NYHA-Klasse mit einer Verminderung des RA NEP einherging (Abb. 3-27E; r=-0,81,
p=0,009, Spearman R).
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Abbildung 3-27: NEP-Expression in rechtsatrialen und linksventrikularen Biopsien von
Patient:innen mit terminaler Herzinsuffizienz

Es zeigt sich, dass die NEP-Expression sich zwischen Atrium und Ventrikel nicht signifikant
unterscheidet (A), dass aber ein genereller, patientenabhéngiger Zusammenhang zwischen der NEP-
Expression im RA und dem LV besteht (C). Zudem lief3 sich ein Zusammenhang zwischen dem LA
Volumen und der NEP-Expression im LV (B) und der RA Funktion und der NEP Expression im RA (D)
nachweisen. Interessanterweise zeigt sich auch ein Zusammenhang der klinischen Symptomschwere
der Patient:innen (erfasst durch NYHA) und der RA NEP-Expression (E).

NEP: Neprilysin, RA: rechtsatrial, LV: linksventrikulér, EF: Ejektionsfraktion, NYHA: New York Heart
Association

(Ubersetzt und angepasst aus Abbildung 4 und Supplement Abbildung 4 in Primessnig & DeiRler et al.,
2022)
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4 Diskussion

4 Diskussion
4.1 Kurzzusammenfassung der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte von BNP und LBQ657 * Valsartan auf
die atriale Kontraktilitat und Arrhythmogenese unter ISO-Behandlung in einem
humanen in-vitro Modell untersucht. Zudem wurde die NEP-Expression in atrialen und
ventrikularen Biopsien von Patient:innen mit terminaler Herzinsuffizienz sowie ihre

Korrelation mit dem klinischen Phanotyp der Patient:innen bestimmt.

Es konnte gezeigt werden, dass eine akute Anwendung von BNP und LBQ657 +
Valsartan im untersuchten Zeitraum keinen zuséatzlichen Effekt auf die funktionelle
Reserve unter ISO-Behandlung bewirkt. Ein Effekt von BNP auf die diastolische
Spannung der Muskelstreifen konnte jedoch sowohl bei konstanter
Stimulationsfrequenz (1 Hz), als auch bei Variation der Stimulationsfrequenz
nachgewiesen werden. Zudem fihrte eine Behandlung mit BNP und LBQ657 +
Valsartan zu einer relevanten Verminderung des Auftretens von Arrhythmien unter
ISO-Gabe. Es fand sich eine signifikante interindividuelle Korrelation zwischen dem
Plasma NT-proBNP-Spiegel der Patient:innen (als Surrogat-Parameter der Plasma-

BNP-Konzentration) und dem 1SO-induzierten Kraftanstieg der Muskelstreifen.

Schliel3lich zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen funktionellen Markern der
myokardialen (Dys-)Funktion und der NEP-Expression in atrialen und ventrikuléaren

Biopsien einer Patient:innenkohorte mit terminaler Herzinsuffizienz.

Eine Ubersicht der Ergebnisse ist in Abbildung 4-1 dargestellt.
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Die Effekte des Natriuretischen Peptid Systems
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Abbildung 4-1: Zusammenfassung der Ergebnisse der Arbeit
ISO: Isoproterenol, BNP: Brain Natriuretic Peptide, LBQ/LBQ657: Sacubitrilat, Val: Valsartan, NEP:
Neprilysin
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4.2 Inotrope Effekte von BNP und LBQ657 + Valsartan

Im Rahmen einer Herzinsuffizienz kommt es zu einem (vermutlich kompensatorischen)
Anstieg der NP-Konzentration im Blutplasma. Physiologisch sind die NPs mit positiven
Effekten auf arteriellen Blutdruck, Myokardfibrose und Myokardhypertrophie assoziiert
(Goetze et al., 2020; Kerkela et al., 2015).

Bezuglich der direkten Effekte der NPs auf die myokardiale Funktion und
Reservekapazitat besteht jedoch Unklarheit: In einer Arbeit von Meulemans et al. aus
dem Jahr 1988 wurde ein dosisabhangiger negativ-inotroper Effekt von ANP auf
rechtsventrikulare Katzen-Papillarmuskeln gezeigt. Dieser negativ-inotrope Effekt war
zudem mit einer Reduktion der TTP und der HRT assoziiert (Meulemans et al., 1988).
Ein negativ-inotroper Effekt von ANP wurde daruber hinaus auch in humanen, atrialen
Muskelpraparationen beschrieben (Kockskamper et al., 2008). Neben ANP konnte
auch bei Anwendung von CNP in neonatalen Ratten-Kardiomyozyten ein negativ-

inotroper Effekt gezeigt werden (Nir et al., 2001).

Diesen Hinweisen auf einen negativ-inotropen Effekt der NPs steht eine Studie von
Chen et al. gegenuber. Die Autor:innen konnten in einem in-vivo Herzinsuffizienz-
Hundemodell zeigen, dass es 30 Minuten nach subkutaner Injektion einer hohen BNP-
Dosis (25ug/kg) zu einer deutlichen Zunahme des Herzzeitvolumens und einer
Verminderung des mittleren arteriellen Blutdrucks kam (Chen et al., 2000). Eine Studie
von Perera et al. aus dem Jahr 2015 lieferte zudem einen mdglichen Erklarungsansatz
fur diese potenziellen direkten positiv-inotropen Effekte der NPs auf zellularer Ebene:
Die Autor:innen zeigten in ventrikularen Kardiomyozyten eines Maus-Modells friher
myokardialer ~ Hypertrophie  (induziert  durch  chirurgische  transversale
Aortenverengung) eine verstarkte Sarkomerverkirzung nach Behandlung mit 100 nM
ANP. Diese Effekte traten innerhalb von Sekunden nach Zugabe des ANPs auf, jedoch
nur, wenn die Kardiomyozyten mit dem (-Adrenorezeptor-Agonisten ISO vorbehandelt
waren. Durch weitere funktionelle Untersuchungen identifizierten die Autor:innen als
Ursache des positiv-inotropen Effekts unter ISO eine veranderte Interaktion zwischen
dem cGMP/PKG- und dem cAMP/PKA-Signalweg in den Kardiomyozyten bei friher
kardialer Hypertrophie. Als Grundlage dieser veranderten Interaktion wurde eine
raumliche Umverteilung der cGMP sensitiven PDE2 und PDE3 ermittelt, welche eine
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cGMP-abhangige Modulation der 1-AR-cAMP-Level mit einhergehenden positiv-
inotropen Effekten bewirkte (Perera et al., 2015).

Die daraus abgeleitete Frage, ob NPs durch eine Modulation der funktionellen Reserve
unter ISO-Behandlung und bei anschlieRender Variation der Stimulationsfrequenzen
zu einer verbesserten atrialen/myokardialen Funktion beitragen, wurde in dieser Arbeit

untersucht.

Um den maximalen NP-Effekt auf die funktionelle Reserve unter ISO und
unterschiedliche Stimulationsfrequenzen zu untersuchen, wurden die Muskelstreifen
exogen mit 100 nM BNP (analog zur von Perera et al.,, 2015 gewdahlten ANP-
Konzentration) behandelt. Bei einer basalen Stimulationsfrequenz von 1 Hz zeigte sich
kein kurzfristiger BNP-Effekt auf die funktionelle Reserve. Im Gegensatz zu
Meulemans et al. 1988 fand sich zudem ein Trend (p=0,067, siehe 3.3.1) hin zu einer
verlangerten TTP in den zusatzlich mit BNP behandelten Muskelstreifen. Bei einer
durchschnittlichen numerischen Verlangerung der TTP um 0,7 ms unter BNP-
Behandlung kann jedoch von keinem funktionell relevanten Effekt ausgegangen
werden. Auch bei einer Variation der Stimulationsfrequenz auf 2 Hz, 3 Hz und 0,5 Hz
unter ISO zeigte sich kein Effekt einer zusatzlichen BNP-Gabe auf die entwickelte Kraft
und auf weitere Funktionsparameter wie HTTP, TTP, HRT oder tau.

Bei der Untersuchung des Effekts einer NEP-Blockade durch LBQ657 (entweder
alleine oder kombiniert mit dem ATi-Blocker Valsartan) auf die inotrope Reserve unter
ISO und bei variierenden Stimulationsfrequenzen wurde beriicksichtigt, dass die
endogene Freisetzung von NPs aus dem Myokard unter anderem durch eine Dehnung
des Muskels und durch adrenerge Stimulation bewirkt wird (Agnoletti et al., 1992;
Schiebinger und Greening, 1992). Aus diesem Grund wurde durch die einstindige
Prainkubation mit LBQ657 * Valsartan eine ausreichende NEP-Inhibition bereits vor
den NP freisetzenden Stimuli gewahrleistet, um die parakrin in den Muskelpréaparaten
verfigbare NP-Konzentration zu maximieren. Da die Behandlung mit LBQ657 *
Valsartan entsprechend der zugelassenen therapeutischen Plasmadosis erfolgte,
wurde der Abbau der NPs jedoch nur im Rahmen einer klinisch verwendeten Dosis
inhibiert. Potenzielle Effekte dariber hinaus gehender Dosierungen wurden nicht
untersucht. Auch fir LBQ657 * Valsartan konnte kein Effekt auf die funktionelle

Reserve unter 1SO und auf weitere Kontraktionsparameter wahrend variierender
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Stimulationsfrequenzen nachgewiesen werden. Das Fehlen der positiv-inotropen bzw.
inotropie-modulierenden Effekte von BNP und LBQ657 + Valsartan unter 1SO-
Behandlung kann potenziell auf verschiedene Faktoren zurtickgefuhrt werden, die im

Folgenden erlautert werden.

Zunachst kénnten biologische Unterschiede Grund fir das Fehlen eines positiv-
inotropen Effekts von BNP, LBQ657 und LBQ657 + Valsartan (siehe 3.3.1, 3.4.1, 3.5.1
und 3.6.1) im untersuchten Modell sein: Wahrend in der vorliegenden Studie atriale
Proben untersucht wurden, untersuchte die Studie von Perera et al. (2015) die Effekte
in ventrikularen Kardiomyozyten, welche in Bezug auf Struktur und Funktion deutliche
Unterschiede aufweisen. Da NPs vor allem in spezialisierten atrialen Kardiomyozyten
synthetisiert werden (Goetze et al., 2020) und im Rahmen der vorliegenden Arbeit
keine Unterschiede in der atrialen und ventrikularen NEP-Expressionen nachgewiesen
wurden, war ein maximaler Effekt der NEP-Inhibition durch LBQ657 auf eine Erhéhung
der NP-Gewebskonzentration im untersuchten atrialem Myokard zu erwarten. Die
Hypothese, dass die exogene Erhdhung der verfigbaren NPs im atrialen Gewebe
durch BNP-Behandlung zu einer Zunahme der Inotropie fihren wirde, konnte jedoch
nicht bestatigt werden (siehe 3.3.1 und 3.4.1). Entsprechend wurde auch kein
zusatzlicher inotroper Effekt durch die Erhéhung der Konzentration der endogen
synthetisierten und freigesetzten NPs durch NEP-Inhibition nachgewiesen (siehe 3.5.1
und 3.6.1).

Neben den funktionellen Unterschieden zwischen atrialem und ventrikularem Myokard
konnten zudem auch Unterschiede zwischen murinen und humanen Kardiomyozyten
als maogliche Erklarung fir fehlende inotrope Effekte in den im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Messungen aufgefihrt werden. Dies wird durch Daten von
Kockskamper et al. aus dem Jahr 2008 gestitzt, welche in humanen atrialen
Muskelpraparaten ohne 1SO-Behandlung einen negativ-inotropen Effekt einer ANP-
Behandlung gezeigt haben (Kockskamper et al., 2008). Unter ISO-Behandlung war ein

solcher negativ-inotroper Effekt von BNP in dieser Arbeit nicht nachweisbar.

Zudem ist anzufuihren, dass die in der vorliegenden Studie eingeschlossenen
Patient:innen vor allem an chronischen Herzerkrankungen mit chronischer
myokardialer Hypertrophie und nicht an friher kardialer Hypertrophie wie das von

Perera et al. untersuchte Tiermodell litten (vgl. 3.2). 88 % der eingeschlossenen
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Patient:innen litten an einer koronaren Herzerkrankung (KHK) und 76 % an einem
arteriellen Hypertonus. Insbesondere der hohe Anteil von Patient:innen mit arteriellem
Hypertonus und mit Herzinsuffizienz (29 %) spricht fir eine Kohorte mit chronischer
Herzerkrankung, in deren Verlauf es auch zu einer linksventrikularen Hypertrophie
kam (Median interventrikularer Septumdiameter: 13 mm, Median linksventrikulare
posteriore Wanddicke: 12 mm). Die Atrien der eingeschlossenen Patient:innen wiesen
jedoch mehrheitlich keine Vergré3erung oder Hypertrophie auf (medianer Diameter:
RA: 35 mm; LA: 38 mm) (Primessnig & Deiller et al., 2022).

Da in der vorliegenden Arbeit Vorhofbiopsien von Patientiinnen mit zumeist
langbestehender Herzerkrankung verwendet wurden, besteht zudem die Mdglichkeit,
dass es im untersuchten atrialen Gewebe zu einer Desensitivierung des NP-
Signalwegs kam. Die Desensitivierung der NP-Signalwege bei fortschreitender
Herzinsuffizienz ist vor allem auf eine Herabregulation und Desensitivierung der NP-
Rezeptoren, eine Einschréankung des intrazellularen NP-Signalwegs (z.B. durch
verminderte cGMP-Synthese oder veranderte PDE-Expression) und eine verminderte
Aktivierung der BNP-Vorlauferaktivierung zuriickzufihren (Blanton, 2020; Forfia et al.,
2007; Hubers und Brown, 2016; Huntley et al., 2015). Die beiden erstgenannten
Punkte kdnnten auch eine Rolle in den in dieser Arbeit verwendeten Gewebsproben
spielen und eine Einschréankung der NP-Wirkung in den verwendeten Proben erklaren
(Primessnig & Deil3ler et al., 2022). Im von Perera et al. 2015 verwendeten Modell
einer frihen myokardialen Hypertrophie ist hingegen anzunehmen, dass es (noch) zu
keiner signifikanten Einschrankung der NP-Rezeptorfunktion und des intrazelluléaren

Signalwegs kam.

Eine letzte, wenn auch unwahrscheinliche, Erklarung des Fehlens eines positiv-
inotropen Effekts von BNP auf atriale Muskelpraparationen kdnnte sein, dass nur ANP
und nicht BNP (bzw. CNP) eine solche positiv-inotrope Wirkung unter 1SO-Gabe
aufweist und dass die durch LBQ657 * Valsartan bewirkte Steigerung der ANP-
Konzentration nicht ausreichend war, um die positiv-inotropen Effekte zu
reproduzieren (Primessnig & Deil3ler et al., 2022). Da ANP und BNP jedoch dieselben
Rezeptoren binden und dieselben Signalwege bedienen (Potter et al., 2006), wurde
diese Hypothese in der vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht. Es ist in diesem

Kontext jedoch anzumerken, dass in der Literatur eine héhere Bindungsaffinitat von
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ANP an den NPR-A und an NEP beschrieben ist (Goetze et al., 2020; Hubers und
Brown, 2016).

Insgesamt konnte in atrialen Praparationen kein kurzfristiger positiv-inotroper Effekt
von BNP, LBQ657 oder LBQ657 + Valsartan auf die funktionelle Reserve und
wahrend variierender Stimulationsfrequenzen gezeigt werden (siehe 3.3.1, 3.4.1,3.5.1
und 3.6.1). Aufgrund der geringen verwendeten I1SO-Dosis (20 nM) ist es
unwahrscheinlich aber nicht ausgeschlossen, dass die maximale Inotropie bereits
durch I1SO erreicht wurde, sodass BNP keine zusatzlichen Effekte mehr entfalten
konnte. Eine Verbesserung der kardialen Pumpfunktion durch direkte kurzfristige
Effekte des NP-Signalwegs scheint aber insgesamt im untersuchten Modell
unwahrscheinlich. Diese Erkenntnis deckt sich mit den Ergebnissen funktioneller
Messungen der LBQ657-Wirkung in ventrikularen Muskelstreifenpraparaten von
Patient:innen mit terminaler Herzinsuffizienz. Diese zeigten, dass LBQ657 im
untersuchten Zeitraum die Kontraktilitdt nicht signifikant beeinflusst (Eiringhaus et al.,
2020).

Im Gegensatz zu den oben zitierten Studien zur negativ-inotropen ANP- und CNP-
Wirkung in verschiedenen in-vitro Modellen (Kockskamper et al., 2008; Meulemans et
al., 1988; Nir et al., 2001) wurde in der vorliegenden Arbeit unter ISO-Behandlung
jedoch auch kein negativ-inotroper Effekt nachgewiesen.

Interessanterweise zeigten die Analysen dieser Arbeit jedoch einen positiven
Zusammenhang zwischen der relativen Kraftzunahme unter ISO-Stimulation und der
Patient:innen-Plasmakonzentration von NT-proBNP (einem indirekten Marker der
Menge an zirkulierendem BNP), was ein Hinweis auf modulierende Langzeiteffekte
von (B)NP auf die adrenergen Signalwege sein konnte (vgl. 3.3.1). Wie in der Arbeit
von Perera et al. (2015) dargelegt, konnte auch hier eine Veranderung der Interaktion
zwischen dem cAMP/PKA- und dem cGMP/PKG-Signalweg durch die PDEs eine Rolle
spielen: Die PDE3 baut bis zu 50 % des intrazellularen cAMPs ab, kann jedoch durch
cGMP inhibiert werden; es handelt sich bei der PDE3 um eine cGMP inhibierte cAMP
PDE (Zaccolo und Movsesian, 2007). Eine konstant erhthte Konzentration von
zirkulierendem (B)NP und damit eine Erh6hung des intrazellularen cGMPs kénnten so
den Abbau von cAMP langerfristig reduzieren und somit den intrazellularen Signalweg

der B-AR (Uber cAMP und PKA) starken, was zu einer Steigerung der relativen
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Kraftzunahme nach adrenerger Stimulation fihren konnte (Primessnig & Deil3ler et al.,
2022). Um diese Effekte im Detail nachzuweisen, sind jedoch weitere

molekularbiologische Untersuchungen notig.

Im Rahmen der PARADIGM-HF-Studie zeigte sich, dass die Behandlung mit einem
ARNI neben einer langfristigen Erhéhung der Konzentration von zirkulierendem BNP
(gemessen acht Monate nach Behandlungsbeginn) auch mit einer Erh6hung der
cGMP-Urinkonzentration assoziiert ist (Packer et al., 2015). Der in der vorliegenden
Arbeit in-vitro gezeigte Zusammenhang zwischen langfristig erhohten (B)NP-Spiegeln
(entsprechend des Plasma NT-proBNP) und einer Zunahme der [(-adrenergen
inotropen Reserve konnte zu einem gewissen Teil die klinisch beobachteten ARNI-
Effekte erklaren: Diese bewirken neben einer verminderten Mortalitat (McMurray et al.,
2014) und Morbiditat (Packer et al., 2015) auch eine Verbesserung der
echokardiographisch bestimmten LVEF (de Diego et al., 2018; Mantegazza et al.,
2021). Neben dem aus einer ARNI-Therapie resultierenden Reverse-Remodeling mit
Erholung der systolischen und diastolischen myokardialen Funktion (Martens et al.,
2018) konnte also auch ein positiver langfristiger, direkter NP-Mechanismus auf die
funktionelle Reserve zu einer verbesserten LVEF beitragen. Um diesen
Zusammenhang nachzuweisen, sind jedoch insbesondere auch wegen der
widersprichlichen Daten bezlglich des NP-Effekts auf die atriale Inotropie und

funktionelle Reserve weitere translationale Studien notwendig.

4.3 Diastolische Spannung und BNP bzw. LQB657 + Valsartan

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ebenfalls ein Fokus auf die Analyse der diastolischen
Spannung (als Parameter der Lusitropie neben HRT und tau) und des Effekts einer
Therapie mit BNP oder LBQ657 * Valsartan gelegt (siehe 3.3.2,3.4.2,3.5.2 und 3.6.2).
Ein Anstieg der diastolischen Spannung wird unter anderem durch eine Erhéhung der
diastolischen intrazellularen Ca?*-Konzentration bedingt. Grundlage dieses Anstiegs
der diastolischen Spannung bei erhohten diastolischen Ca?*-Konzentrationen ist die
eingeschrankte Dissoziation der Aktin- und Myosinfilamente (Eisner et al., 2020).

Auch ein Anstieg der Stimulationsfrequenz bzw. Herzfrequenz fiihrt zu einem Anstieg
der diastolischen Ca?*-Konzentration und somit zu einem Anstieg der diastolischen

Spannung (Eisner et al.,, 2020; J K Gwathmey et al., 1991). Dies beruht im
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Wesentlichen auf zwei Mechanismen: Einerseits auf dem frequenzabh&ngigen Anstieg
des intrazellularen Na*-Gehalts, was Uber eine Reduktion der vorwarts arbeitenden
NCX-Aktivitat eine Erhohung des diastolischen Ca?*-Gehalts bewirkt. Andererseits auf
einem erhohten Ca?*-Einstrom pro Zeiteinheit und einer gleichzeitig verkirzten
Diastole, in welcher normalerweise das intrazellulare Ca?* eliminiert werden kann
(Eisner et al., 2020; Pieske et al., 2002).

Neben den zuvor genannten Prozessen beeinflusst auch die Myofilament-Sensitivitat
die diastolische Spannung: So fiihrt eine Reduktion der Myofilament Ca?*-Sensitivitat
durch B-adrenerge Aktivierung der PKA mit folgender Phosphorylierung von Serin-
23/24 des Troponin | zu einer Verminderung der diastolischen Spannung (Chung et
al., 2016).

Zudem konnen Titin-abhangige Prozesse eine Rolle in der Auspragung der
diastolischen Spannung spielen: Wahrend eine verminderte Titin-Phosphorylierung zu
einer Erh6hung der diastolischen Spannung fihren kann (Leite-Moreira et al., 2018;
van Heerebeek et al., 2006), kann eine Reduktion der diastolischen Spannung durch
eine Zunahme der Titin-Phosphorylierung (vermittelt durch PKA (Yamasaki et al.,
2002) oder PKG (Kruger et al., 2009; Leite-Moreira et al., 2018; van Heerebeek et al.,
2006)) bedingt sein.

Eine verringerte diastolische Spannung tragt zu einer insgesamt verbesserten
diastolischen Funktion des Herzen bei, da sie in Teilen &aquivalent zu einem
verminderten Steifegrad des Myokards ist, woraus geringere Fullungsdriicke, ein
reduzierter enddiastolischer Druck und somit insgesamt eine verbesserte diastolische
Funktion und Fullung der Atrien und Ventrikel resultieren (Krlger et al., 2009). Eine

Ubersicht der zuvor diskutierten Einflussfaktoren ist in Abbildung 4-2 dargestelit.

Diastolische Spannung

Senkung: Erhéhung
«  Myofilament-Sensitivitat * Myofilament-Sensitivitat 1
» Titin-Phosphorylierung 1 « Titin-Phosphorylierung |
« cAMP/PKA « cAMP/PKA
« cGMP/PKG « cGMP/PKG
* Diastolisches Ca<* * Diastolisches Ca<* 1

! 1

Abbildung 4-2: Ubersicht tiber relevante Einfluss-faktoren auf die diastolische Spannung
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Die diastolische Spannung fallt physiologisch nach Erreichen der maximalen
Vordehnung ohne weitere Intervention langsam und stetig fir >60 Minuten ab (Leite-
Moreira et al., 2018). Der beobachtete Anstieg der diastolischen Spannung in den nur
mit ISO behandelten Muskelstreifen ist somit als unphysiologisch und basierend auf
den oben genannten Faktoren als dysfunktional einzuordnen. Es ist anzunehmen,
dass dieser Anstieg zu groRen Teilen auf einer Ca2*-Uberladung der Kardiomyozyten
durch die Behandlung mit ISO basierte (Bers, 2002; Ellison et al., 2007; Mann et al.,
1992); diese Uberladung ist unter anderem durch ein diastolisches Ca?*-Leck des
RyR2 aus dem SR zu erklaren, welches durch die Behandlung mit ISO ausgelost
werden kann (Dobrev und Wehrens, 2014). Diese Ca?*-Uberladung konnte
augenscheinlich in den untersuchten Muskelstreifen durch die ebenfalls von ISO
vermittelte verminderte Myofilament-Sensitivitat und erhohte Titin-Phosphorylierung
nicht ausreichend kompensiert werden. Folglich kam es zu einem Anstieg der

diastolischen Spannung (siehe Abb. 4-3).

Interessanterweise konnte in der vorliegenden Arbeit eine Verminderung der
diastolischen Spannung in Muskelstreifen festgestellt werden, welche zusatzlich zu
ISO mit 1200 nM BNP behandelt wurden (vgl. 3.3.2 und 3.4.2). Diese im Vergleich zur
nur mit ISO behandelten Kontrollgruppe signifikante Verminderung der diastolischen
Spannung fand sich sowohl bei variierender Stimulationsfrequenz als auch bei

konstanter Stimulationsfrequenz tber einen langeren Zeitraum.

Diastolische Spannung
Isoproterenol (1ISO)

Senkung
+ Myofilament-Sensitivitat |

« Titin-Phosphorylierung 1
+ cAMP/PKA 1
Erhéhung

» Diastolisches Ca2* 1
/// \\\\
// \\‘\ t
y N
4 X

Abbildung 4-3: Verschobenes Gleichgewicht der Einflussfaktoren auf die diastolische Spannung
nach Behandlung mit ISO

Fur die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Untersuchung wurde eine

supramaximale Dosis von BNP (100 nM) verwendet, um die maximale physiologisch
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mdogliche Aktivierung des NP-Signalwegs uber den NPR-A und die folgende
Signalkaskade Uber cGMP/PKG abzubilden (durchschnittliche Plasma BNP-
Konzentration bei terminaler Herzinsuffizienz in-vivo: 0,074 nM (Goetze et al., 2020)).
Zwei potenzielle Mechanismen scheinen zentral zu sein, um den gezeigten positiven

Effekt von BNP auf die diastolische Spannung zu erklaren:

In einer Arbeit von Leite-Moreira et al. aus dem Jahr 2018 beschrieben die Autor:innen
einen neuen Mechanismus der Anpassung der diastolischen Spannung an eine
plotzliche Dehnung des Myokards, die ,stretch-induced compliance®. In der
Untersuchung dieses Mechanismus zeigten sie, dass der cGMP/PKG-Signalweg eine
zentrale Rolle in der Senkung der diastolischen Spannung nach akuter Vordehnung
des Muskels spielt und dass unter anderem die cGMP/PKG-abhéngige Titin-
Phosphorylierung ein zentrales Element dieser Senkung der diastolischen Spannung
darstellt. Auch die Analyse des Abfalls der diastolischen Spannung nach akuter
Dehnung in rechtsventrikularen Papillarmuskeln von Kaninchen zeigte, dass eine
kombinierte Inhibition des NO- und des NP-Signalwegs oder eine Inhibition der PKG
jeweils einen verminderten Abfall der diastolischen Spannung im Vergleich zu einer
unbehandelten Kontrollgruppe bewirkt, was die Rolle des cGMP/PKG-Signalswegs
unterstreicht (Leite-Moreira et al., 2018). Die Ergebnisse eben dieser Arbeit deuten
also darauf hin, dass der Effekt von BNP auf die diastolische Spannung zumindest in
Teilen auf eine verstarkte Titin-Phosphorylierung mittels des cGMP/PKA-Signalwegs
zurtckzufihren ist (Kruger et al., 2009; Leite-Moreira et al., 2018; Yamasaki et al.,
2002). Es ist zudem anzunehmen, dass die BNP-Effekte auf die diastolische
Spannung insbesondere durch die Vorbehandlung mit ISO so deutlich nachgewiesen
werden konnten (siehe 3.3.2 und 3.4.2): Wahrend in der Studie von Leite-Moreira et
al. der Effekt der jeweiligen Signalwege auf die diastolische Spannung mit der
physiologischen Anpassung der diastolischen Spannung verglichen wurde, wurde in
der vorliegenden Studie durch die zusatzliche 1SO-Behandlung eine Kontrolle mit
pathologischem Verlauf der diastolischen Spannung gewéhlt. Der positive Effekt von
BNP auf die diastolische Spannung konnte somit besser aufgeltst werden. Insgesamt
tragt die zusatzliche Gabe von BNP zu einer Modifikation des unphysiologischen
Verlaufs/Anstiegs der diastolischen Spannung unter ISO-Behandlung bei, was zu einer
physiologischeren Anpassung der diastolischen Spannung tber die Zeit flhrt.
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Ein moglicher zweiter zentraler Mechanismus des Effekts von BNP auf die diastolische
Spannung ist zudem der direkte Effekt von BNP auf den zellularen Ca?*-Stoffwechsel.
In einer 2016 verdffentlichten Studie von Murakami et al. konnte in linksventrikularen
Kardiomyozyten eines Herzinsuffizienz-Hundemodells gezeigt werden, dass ANP zu
einer signifikanten Verminderung der 1SO-induzierten diastolischen Ca?*-Freisetzung
aus dem SR (sog. Ca?*-Sparks) fuhrt. Dies geschah, ohne dass ANP eine
Verminderung des Ca?*-Gehalts des SRs bewirkte. Zudem fiihrte eine Behandlung mit
ANP zu einer Reduktion der mitochondrialen reaktiven Sauerstoff-Spezies-Entstehung
(ROS-Entstehung). Diese Verminderung der ROS-Konzentration tragt ggf. ebenfalls
zu einer Verminderung des diastolischen Ca?*-Lecks bei (Murakami et al., 2016). Da
ANP und BNP dieselben Rezeptoren binden, ist ein analoger hemmender Effekt von
BNP auf die diastolische Ca?*-Freisetzung und die ROS-Entstehung wahrscheinlich,
was ebenfalls zu einer relativen Senkung der diastolischen Spannung beitragen
koénnte. Eine Zusammenfassung der potenziellen Effekte der BNP-Behandlung auf die

diastolische Spannung ist in Abbildung 4-4 dargestellt.

Diastolische Spannung
Isoproterenol (ISO) + BNP

* cAMP/PKA 1
+ cGMP/PKG 1
» Diastolisches Ca?* |

A
y \
y b
y \
y \\
y

Abbildung 4-4: Einflussfaktoren der Wiederherstellung einer physiologischen Anpassung der
diastolischen Spannung durch zusatzliche Behandlung mit BNP

Senkung: Erhoéhung:
« Titin-Phosphorylierung 1 + Diastolisches Ca?* 1 t

In den mit LBQ657 = Valsartan behandelten Muskelstreifen konnte hingegen kein
Effekt auf die diastolische Spannung nachgewiesen werden (siehe 3.5.2 und 3.6.2).
Moglicherweise ist die begrenzte Menge des im kurzen untersuchten Zeitraum
(maximale Behandlungsdauer mit LBQ657 + Valsartan 2.5-3 h, inklusive der

Prainkubation) zusétzlich rekrutierten ANP und BNP nicht ausreichend, um einen
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Effekt auf die diastolische Spannung zu bewirken. Auch eine Verdinnung der
freigesetzten NPs im Organbad der Messstation kommt als Erklarung in Frage. Da
jedoch klinisch ein genereller Effekt von Sacubitril/Valsartan auf den cGMP/PKG
Signalweg in Patient:innen gezeigt werden konnte (Packer et al., 2015) und BNP in
der vorliegenden Arbeit eine Reduktion der diastolischen Spannung bewirkte, ist ein
Effekt der Behandlung mit LBQ657 + Valsartan auf die diastolische Spannung unter
Einbeziehung weiterer intrazellularer und systemischer Signalkaskaden bei langer
andauernder Behandlung anzunehmen. Dies sollte in zukunftigen funktionellen

Studien untersucht werden.

4.4 Antiarrhythmische Wirkung von BNP und LBQG657 +
Valsartan

In der PARADIGM-HF-Studie aus dem Jahr 2014 zeigte sich bei den
eingeschlossenen Herzinsuffizienz-Patient:innen neben den bekannten ARNI-Effekten
auf Mortalitat und Hospitalisierung auch ein Trend hin zu einem geringeren Auftreten
von ventrikularen Arrhythmien in der mit dem ARNI behandelten Gruppe. In dieser kam
es bei 2,57 % der Patient:innen zum Auftreten einer ventrikularen Tachykardie (VT),
wahrend in der Kontrollgruppe mit Enalapril-Therapie 3,24 % der Patient:innen eine
VT entwickelten. Dies entsprach einer OR fiir die ARNI-Therapie von 0,79 (0,61-1,02)
bei einem p=0,07 (McMurray et al., 2014). In einer 2020 erschienenen Subgruppen-
Analyse der PARADIGM-HF konnte diese Trend statistisch signifikant bestatigt
werden: Das Auftreten eines plétzlichen Herztodes (SCD) wurde durch die
Behandlung mit Sacubitril/Valsartan bei Patient:innen mit ICD um 51 % (HR=0,49
(0,25-0,99); p=0,047) gesenkt. Auch Patient:innen ohne ICD wiesen ein deutlich
verringertes Auftreten eines SCD von 17 % (HR=0,83 (0,70-0,99); p=0,03) auf (Rohde
et al., 2020).

Basierend auf dieser Erkenntnis verschob sich in den vergangenen Jahren der Fokus
der Forschung zu ARNIs vermehrt auch auf den Bereich der Herzinsuffizienz-

assoziierten Herzrhythmusstérungen (Primessnig & Deil3ler et al., 2022).

2018 verdffentlichten De Diego et al. eine der ersten klinischen Studien, welche

dezidiert der Untersuchung des Einflusses einer ARNI-Behandlung auf kardiale
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Arrhythmien gewidmet war. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Auftreten
von nicht-anhaltenden und anhaltenden VTs durch eine Behandlung mit einem ARNI
signifikant reduziert werden konnte. Auch das Auftreten von ventrikularen
Extrasystolen (PVC) wurde stark reduziert; zudem konnte ein positiver
Zusammenhang zwischen dem Plasma pro-BNP-Level der Patient:innen und der
Anzahl an PVCs gezeigt werden. Neben diesen deutlichen Effekten auf die
ventrikulare Arrhythmogenese konnte jedoch nur ein statistischer Trend (p=0,07) zu
einer Verminderung von atrialen Arrhythmien in dem Patient:innen-Kollektiv gezeigt
werden (de Diego et al., 2018, Primessnig & Deil3ler et al., 2022). Die Erkenntnisse
von De Diego et al. in Bezug auf des verminderte Auftreten ventrikularer Arrhythmien
aus einem neunmonatigen Nachverfolgungszeitraum konnten durch eine Studie mit

einem Ein-Jahres-Follow-Up bestétigt werden (Martens et al., 2019).

Neben diesen klaren Hinweisen auf einen therapeutischen Effekt von ARNIs auf
ventrikulare Arrhythmien konnten De Vecchis et al. in ihrer 2020 verdéffentlichten Arbeit
zeigen, dass eine Sacubitril/Valsartan-Therapie auch mit einem verbesserten LA
Strain und gleichzeitig einer signifikanten Verminderung des Risikos des
Wiederauftretens von VHF assoziiert ist. Untersucht wurde dies in einem Kollektiv von
Patient:innen mit mindestens einer bekannten VHF-Episode (De Vecchis et al., 2020).
Erste Ergebnisse der SAVE THE RHYTHM Studie bestatigten die positiven Effekte
von Sacubitril/Valsartan auch auf atriale Arrhythmien. In dieser praliminaren
Untersuchung zeigte sich, dass Sacubitril/Valsartan die Anzahl an anhaltenden
atrialen Tachykardie-Episoden und VHF-Episoden in Patient:innen mit einem nicht-
permanentem VHF und Patient:innen ohne vorbestehendes VHF signifikant reduziert
(Guerra et al., 2020). Ein klinisch relevanter Effekt von Sacubitril/VValsartan auf atriale

Arrhythmien ist folglich ebenfalls anzunehmen.

Sowohl der von De Diego et al. also auch der von De Vecchis et al. beschriebene
Effekt auf Arrhythmien ist jeweils mit einer Verbesserung der kardialen
Funktionsparameter assoziiert. In der Studie zu ventrikularen Rhythmusstérungen war
das verminderte Auftreten von Arrhythmien mit einer Zunahme der EF und einer
Abnahme des enddiastolischen Diameters des LV verbunden (de Diego et al., 2018).
In der Studie zu atrialen Arrhythmien war die verminderte Wahrscheinlichkeit eines
Wiederauftretens des VHF mit einem besseren LA Strain assoziiert (De Vecchis et al.,
2020). Da eine zunehmende myokardiale Dehnung und das Auftreten von atrialen und
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ventrikularen Arrhythmien miteinander korrelieren (Bode et al.,, 2001; Wang et al.,
1994), koénnten die zuvor beschriebenen klinischen antiarrhythmischen Effekte mit
einem verminderten myokardialen Wandstress nach Sacubitril/Valsartan begriindet

werden.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich zwar eine Verminderung der diastolischen
Spannung in den zusatzlich mit BNP behandelten Muskelstreifen, welche ebenfalls ein
vermindertes Auftreten von Arrhythmien aufwiesen. Eine Behandlung mit LBQ657 +
Valsartan fuhrte jedoch zu keiner Reduktion der diastolischen Spannung im
untersuchten Zeitraum, wahrend ein antiarrhythmischer Effekt weiterhin nachweisbar
war (vgl. 3.3.3, 3.4.3 und 3.6.3). Somit ist anzunehmen, dass die Reduktion der
Wandspannung der Kammern zwar einen Teil der Wirkung von Sacubitril/Valsartan in-
vivo erklaren kann, dass jedoch zusatzliche direkte Effekte ebenfalls wahrscheinlich
sind (Primessnig & Deil3ler et al., 2022).

Diese Hypothese wird von einer experimentellen Studie von Eiringhaus et al. aus dem
Jahr 2020 unterstitzt: Die Autoriinnen konnten in isolierten ventrikularen
Kardiomyozyten von Wildtyp-Mausen und von Patientiinnen mit terminaler
Herzinsuffizienz zeigen, dass eine Behandlung mit LBQ657 + Valsartan nach ISO-
Gabe zu einer Verminderung der proarrhythmischen Ca?*-Spark-Frequenz und zu
einer Verminderung des Ca?*-Lecks aus dem SR fiihrt. Eine alleinige Behandlung mit
Valsartan konnte diesen Effekt nicht erzielen. Die Amplitude, Breite und Dauer der
Ca?*-Sparks in humanen ventrikularen Kardiomyozyten wurde ebenfalls durch eine
Behandlung mit LBQ657 signifikant vermindert, ohne dass ein zusatzlicher Effekt von
Valsartan gezeigt werden konnte (Eiringhaus et al., 2020).

Die Messungen der vorliegenden Arbeit bestatigten diesen antiarrhythmischen Effekt
in einer Untersuchung atrialer Praparationen unter ahnlichen pharmakologischen
Bedingungen. Die Vorbehandlung mit 30 nM ISO in der Studie von Eiringhaus &hnelte
der in dieser Arbeit verwendeten Dosis von 20 nM. Interessanterweise konnte die
vorliegende Arbeit (siehe 3.6.3) den antiarrhythmischen Effekt jedoch bereits bei einer
geringeren Dosis von LBQ657 als Eiringhaus et al. zeigen (=22 pM vs. 40 puM)
(Primessnig & Deil3ler et al., 2022), welche der maximalen Plasmakonzentration von
Sacubitrilat bei einem normalen Therapieregimen entspricht (Akahori et al., 2017; Gu
et al., 2010).
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Da sowohl eine Behandlung mit LBQ657 + Valsartan als auch eine Behandlung mit
ANP zu einer Verminderung der proarrhythmischen Ca?*-Spark-Frequenz und zu einer
Verminderung des Ca?*-Lecks aus dem SR fiihren (Eiringhaus et al., 2020; Murakami
et al., 2016), ist eine direkte antiarrhythmische Wirkung von LBQ657 uber die
Erhohung der parakrinen Konzentration von ANP und BNP mit nachfolgender
Suppression der Ca?*-Spark-Frequenz und des Ca?*-Lecks aus dem SR anzunehmen
(Primessnig & Deiller et al., 2022). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten die
gemeinsamen antiarrhythmischen Effekte von BNP und LBQ657 + Valsartan zum
ersten Mal im selben Modell und unterstitzten somit die Hypothese einer direkten NP-
vermittelten antiarrhythmischen Wirkung von ARNIs auf supraventrikulare
Arrhythmien. Neben diesen direkten, kurzfristigen Effekten einer ARNI-Therapie auf
die Arrhythmogenese sind zudem auch langfristige antiarrhythmische Effekte wie eine
Hemmung der myokardialen Hypertrophie und eine Reduktion der Ca2*/Calmodulin-
abhangigen Proteinkinase Il (CaMKIl) Phosphorylierung anzunehmen (Sutanto et al.,
2021), welche jedoch im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht

wurden.

4.5 VASP Phosphorylierung

VASP ist ein Substrat cAMP- und cGMP-abhangiger Kinasen. Durch eine Behandlung
mit ISO erfolgt eine rapide Phosphorylierung an VASP-Serin-157 und Serin-239. Eine
Behandlung mit ANP bewirkt hingegen lediglich eine Phosphorylierung an VASP-
Serin-239 (Borgognone et al., 2014, Sartoretto et al., 2009). In der vorliegenden Arbeit
wurde die VASP-Phosphorylierung an den Aminosauren Serin-157 und Serin-239
untersucht, um eine eventuell gesteigerte Aktivitat des cGMP/PKG Signalwegs nach
Behandlung mit LBQ657 + Valsartan nachzuweisen. Unter ISO zeigte sich im
Vergleich zu einer alleinigen Behandlung mit dem Vehikel DMSO jedoch kein Effekt
von LBQ657 + Valsartan in den Muskelstreifen von N=5 Patient:innen (siehe Abb. 3-
26, 3.7.1). In der Positivkontrolle (5-mindtige Inkubation einer Gewebsprobe mit 200
nM 1SO) konnte hingegen eine relativ zu den beiden Gruppen deutlich erhdhte

Phosphorylierung nachgewiesen werden.

In der zuvor zitierten Studie von Sartoretto et al. (2009) wurde nach Behandlung mit 1

MM ANP ein Anstieg der relativen Serin-239 Phosphorylierung gezeigt, welcher jedoch
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bereits 60 Minuten nach Beginn der Behandlung nicht mehr signifikant nachweisbar
war. Auch eine Behandlung mit 100 nM ISO zeigte einen transienten Anstieg der
relativen VASP-Serin-157- und Serin-239-Phosphorylierung, welcher ebenfalls 60
Minuten nach Beginn der Behandlung nicht mehr signifikant war (Sartoretto et al.,
2009). Dies ist vereinbar mit den Befunden der in dieser Arbeit durchgefihrten
Messungen: Da die Behandlung der Muskelstreifen mit LBQ657 + Valsartan bereits
etwa 150-180 Minuten vor Ende des Messprotokolls begann, war eine potenzielle
Wirkung von ANP oder BNP in den Gewebsproben mittels VASP-Phopsphorylierung
nicht mehr sicher nachweisbar. Zudem ist eine Gewebskonzentration von 1 uM ANP,
wie sie in der Studie von Sartoretto et al. verwendet wurde, durch eine ARNI-
Behandlung nicht zu erreichen, was gleichsam das Zeitfenster und die Mdglichkeit fur
den Nachweis des LBQ657 + Valsartan-Effekts auf die VASP-Phosphorylierung weiter
begrenzt.

Die 35 Minuten vor Ende des Messprotokolls durchgefiihrte Zugabe von ISO bewirkte
hingegen eine Zunahme der Phosphorylierung an Serin-157 und Serin-239, welche
folglich gleichermafen in beiden Gruppen nachweisbar war (siehe 3.7.1). Da bereits
in klinischen Studien gezeigt werden konnte, dass eine Behandlung mit
Sacubitril/Valsartan mit einer Erhéhung des cGMP/PKG Signalwegs assoziiert ist
(Packer et al., 2015), ist diese Wirkung trotz der Ergebnisse dieses Experiments
weiterhin anzunehmen. Zukinftige Studien sollten aufgrund der zeitlich begrenzen
Auflésung der VASP-Phosphorylierung auf andere Marker des cGMP/PKG-
Signalwegs wie etwa den direkten Nachweis der zellularen cGMP-Konzentration
zurlickgreifen, welche einen robusteren und zeitlich stabileren Nachweis erméglichen
(Leite-Moreira et al., 2018).
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4.6 Neprilysin Expression

Obwohl im Rahmen der klinischen Nutzung von NEP-Inhibitoren die generelle Rolle
einer Inhibition der Endopeptidase NEP intensiv untersucht wird (Hubers und Brown,
2016), besteht noch immer Unklarheit Uber die Veranderung der kardialen NEP-

Expression im Rahmen einer Herzinsuffizienz.

Fielitz et al. zeigten in einer Studie aus dem Jahr 2002, dass die NEP mRNA- und
NEP-Aktivitat im LV von Patient:innen mit Aortenklappenstenose und dilatativer
Kardiomyopathie signifikant im Vergleich zu einer Kontrollgruppe (nicht-verwendete
Spenderherzen ohne kardiale Vorerkrankungen) erhoht war. Die Autor:innen stellten
basierend auf dieser Erkenntnis die Hypothese auf, dass eine Erh6hung der kardialen
NEP-Aktivitat durch eine Zunahme des lokalen Abbaus von NPs und Bradykinin zu
einer Verstarkung der Gewebshypertrophie und -fibrose fuhre (Fielitz et al., 2002,
Primessnig & Deildler et al., 2022). Im Gegensatz dazu zeigte eine Arbeit aus dem Jahr
2020 eine systemische Herrunterregulation von NEP in einem Schweine-Modell mit
ischamischer Kardiomyopathie und HFrEF. Sowohl die Gewebskonzentration von
NEP als auch die enzymatische NEP-Aktivitat waren in einer gepoolten Analyse aller
Organe im HFrEF Tiermodell gegeniiber den Kontrolltieren deutlich vermindert. Es
konnten jedoch keine signifikante, sondern nur eine numerische Verminderung der
NEP Expression im Herzen des HFrEF-Tiermodells gezeigt werden (Pavo et al., 2020,
Primessnig & Deil3ler et al., 2022).

Die vorliegende Studie knlpft an diese Erkenntnisse an und bestatigt eine
Verminderung der NEP-Expression mit zunehmender kardialer Dysfunktion im LV und
RA eines Patient:innen-Kollektivs mit terminaler Herzinsuffizienz (siehe 3.7.2). Der in
der vorliegenden Arbeit dargelegte Zusammenhang zwischen LA Volumen und LV
NEP-Expression (r=-0,691; p=0,039) und RA EF und RA NEP-Expression (r=0,806,
p=0,016) deutet zudem an, dass eine zunehmende kardiale Druckbelastung und
Dysfunktion ein Trigger fur die Herabregulierung der NEP-Expression sein kdnnten
(Primessnig & Deil3ler et al., 2022).

Die Hypothese, dass eine zunehmende kardiale Druckbelastung (in diesem Fall durch
das zunehmende LA-Volumen angedeutet) reaktiv zu einer kompensatorischen

Herunterregulation von NEP fiuhre, wird durch mehrere Beobachtungen gestutzt. Ando
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et al. zeigten in einer Patient:innen-Studie, dass eine Behandlung mit dem NEP-
Inhibitor Candoxatril zu einer Senkung des zentralventsen Drucks und somit zu einer
Verminderung der kardialen Vorlast fiihrt. Interessanterweise flihrt diese Inhibition
jedoch auch zu einem Anstieg des systolischen Blutdrucks (Ando et al., 1995,
Primessnig & Deildler et al., 2022). Eine weitere Studie von Elsner et al. konnte
ebenfalls eine Verminderung der LV und RV-Vorlast durch die NEP-Inhibition mittels

Candoxatril zeigen (Elsner et al., 1992).

Eine adaptive NEP-Herunterregulation mit dem Ziel einer kompensatorischen
Verminderung der gesteigerten Vorlast, beispielsweise vermittelt durch eine erhéhte
Wandbelastung der Kammern, ware also vorstellbar. Die gleichzeitig steigenden
systolischen Blutdricke im Rahmen einer isolierten NEP-Inhibition deuten jedoch
darauf hin, dass eine solche kompensatorische Herabregulation von NEP einen
zumindest partiell maladaptiven Charakter haben kénnte (Primessnig & Deil3ler et al.,
2022). Dieser maladaptive Charakter ist auf den bei NEP-Herabregulation ebenfalls
verminderten Abbau von AT2 und ET-1 zurtckzufiihren (Ando et al., 1995; Richards
et al., 1992). Eine erhdhte Konzentration von AT2 und ET-1 neutralisiert mit ihren in
dieser Konstellation gegensatzlichen Effekten die positive Wirkung der erhdhten
Konzentration von NPs (Castro-Chaves et al., 2009; Davenport et al., 2016; von
Lewinski et al., 2008). Der beschriebene Mechanismus einer zunehmenden NEP-
Herabregulation mit fortschreitender Herzinsuffizienz wéare also, wie auch andere
kompensatorische Mechanismen im Rahmen einer Herzinsuffizienz wie der
myokardialen Hypertrophie (Ritter und Neyses, 2003) oder der RAAS-Aktivierung
(Hartupee und Mann, 2018), zumindest partiell maladaptiv (Primessnig & Deil3ler et
al., 2022).

Die bei einer isolierten Behandlung mit einem NEP-Inhibitor ansteigenden Spiegel von
AT2 und ET-1 kénnten zudem auch erklaren, warum die alleinige Behandlung mit
LBQ657 keinen Effekt auf die Arrhythmogenese und funktionellen Parameter der
Muskelstreifen zeigte. Aufgrund der proarrhythmischen Wirkung von AT2 (von
Lewinski et al., 2008) kam es erst durch die zusatzliche Blockade des ATi-Rezeptors
durch Valsartan zu einem Uberwiegen der positiven Effekte der NEP-Inhibition mit
gesteigerter NP-Bioverfuigbarkeit (Primessnig & Deil3ler et al., 2022), wie in der
vorliegenden Arbeit durch den antiarrhythmischen Effekt in-vitro dargestellt wurde (vgl.
3.6.3) und in klinischen Studien gezeigt werden konnte (Hubers und Brown, 2016).
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4.7 Limitationen

Die vorliegende Arbeit untersuchte in einem humanen in-vitro Modell Parameter der
atrialen Kontraktilitat und Arrhythmien. Eine Limitation der Arbeit stellt die generell
begrenzte Verfugbarkeit humaner atrialer Proben dar, aufgrund derer mit relativ
geringen Patientiinnen- und Muskelstreifenzahlen gearbeitet werden musste
(Primessnig & Deiller et al., 2022). Aus epidemiologischen Grinden handelte es sich
zudem um ein eher alteres (Durchschnittsalter 71 Jahre) und mannliches (86%
mannliche Patienten) Kollektiv. Zudem ist auch die Heterogenitat des untersuchten
Patient:innen-Kollektivs in Bezug auf Vorerkrankungen und Begleitfaktoren zu
erwahnen, welche in Studien an humanen Proben nicht zu vermeiden ist und welche
zum Teil die hohe Variabilitdt der gemessenen Daten erklart. Auf der anderen Seite
spiegelt diese Heterogenitat der Patient:innen die in der Klinik zu erwartende
Variabilitat wider (Primessnig & DeiBler et al., 2022), wodurch eine Ubertragbarkeit
der gezeigten Effekte auf ein allgemeines Patient:innen-Kollektiv wahrscheinlicher
wird. Da aufgrund von Messproblemen der Durchmesser einiger Muskelstreifen im
zweiten Messprotokoll (Kapitel 3.4) nicht erhoben werden konnte, konnte die
diastolische Spannung in Abb. 3-13 nicht auf die Querschnittsflache des Muskels
normalisiert werden. Die Ergebnisse spiegeln jedoch die aus dem ersten Protokoll
(Kapitel 3.3) erwarteten Ergebnisse wider und zeigen ebenfalls einen signifikanten
Unterschied zwischen den Gruppen, welcher einen positiven Effekt von BNP auf die

diastolische Spannung andeutet.

Zudem zeigt sich in den Messungen der vorliegenden Arbeit, dass die entwickelte Kraft
besonders bei eher niedrigen Stimulationsfrequenzen maximal ist und mit
zunehmender Stimulationsfrequenz abnimmt. Diese Verschiebung der maximalen
Kraftentwicklung hin zu geringeren Stimulationsfrequenzen kann auf verschiedene
Faktoren zuriickgeftihrt werden: Generell wurden in dieser Arbeit Patientiinnen mit
schweren kardialen Vorerkrankungen eingeschlossen, welche einer offene
Herzoperation bedurften. Bei etwa 30 % der Patientiinnen war Dbereits eine
Herzinsuffizienz vorbeschrieben; der tatsachliche Anteil von Patient:innen mit
Herzinsuffizienz kdnnte jedoch in Anbetracht der hohen Anzahl an Patient:innen mit
behandlungsbedurftiger KHK und einem medianen NT-proBNP von 769 pg/ml trotz
insgesamt erhaltenen gemessenen Ejektionsfraktion (53 % im Median) noch héher
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ausfallen. Fur die Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion ist eine Abnahme
der Kontraktionskraft mit zunehmender Stimulationsfrequenz beschrieben, wie sie
auch in dieser Studie festgestellt wurde (Holubarsch et al., 1995; Mulieri et al., 1992;
Schwinger et al., 1993). In in-vivo Studien in Patient:innen mit HFpEF zeigte sich
ebenfalls eine Abnahme des Schlagvolumens mit zunehmender Herzfrequenz, was
jedoch auf eine diastolische Dysfunktion und eine daraus resultierende Abnahme des
enddiastolischen Volumens zuriickgefihrt wurde (Wachter et al., 2009; Yamanaka et
al., 2006). Inwieweit dies auch in-vitro zu beobachten ist, ist in bisherigen Studien nicht
ausreichend untersucht. Aul3erdem wurde in der vorliegenden Arbeit auf eine
zusatzliche Begasung der Perfusionslosung mit Sauerstoff wéahrend der Versuche
verzichtet, um hyperbare Sauerstoff-Konzentrationen zu vermeiden. Dies sollte
Versuchsbedingungen naher am physiologischen Zustand bei einem pO2 von etwa
150 mmHg (entsprechend der O2-Fraktion der Umgebungsluft von 21 % unter
Normalbedingungen) in der Perfusionslosung schaffen; zur Pufferung wurde aus
diesem Grund ein HEPES-basiertes System verwendet. In einigen Studien konnte
jedoch gezeigt werden, dass eine transiente Hypoxie zu einer Verschiebung des Kraft-
Frequenz-Verhaltnisses und zu einer Verminderung der entwickelten Kraft fuhren
kann; eine hypoxische Komponente kann aus diesem Grund ebenfalls nicht
abschlieBend ausgeschlossen werden (Hanouz et al., 2002; Iwashiro et al., 1997). In
der vorliegenden Arbeit wurde jedoch gezeigt, dass mit dem verwendeten System
stabile Messungen Uber einen langeren Zeitraum durchgefihrt werden kénnen. So
kam es Uber einen Zeitraum von 60 Minuten nach Behandlung mit ISO lediglich zu
einem durchschnittlichen Abfall der systolischen Kraft um 7 %, was den in der Literatur
beschriebenen Werten entspricht und diese je nach Autor:in sogar unterbietet (Hanouz
et al., 2002; Milani-Nejad et al., 2014; Primessnig, 2011). Die in Abbildung 3-2
gezeigten Vorversuche zeigten zudem, dass die entwickelte systolische Kraft auch
nach Variation der Stimulationsfrequenz stabil war. Reproduzierbare Messungen im

verwendeten Messsystem waren somit gewahrleistet.

Als letzte Limitation muss die Verwendung von DMSO als Losungsmittel diskutiert
werden: DMSO wurde in der vorliegenden Arbeit fir die pharmakologischen
Untersuchungen von LBQ657 * Valsartan als Lésungsmittel (entsprechend der
Herstellerangaben) verwendet. Wahrend altere Studien eine Konzentration von <10 %

DMSO als unbedenklich einstuften (Verheijen et al., 2019), stellten neuere Studien
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diese Ergebnisse in Frage: Insbesondere eine lang-andauernde Inkubation mit DMSO
zeigte bei aus induzierten pluripotenten Stammzellen generierten Kardiomyozyten und
in retinalen Zellen epigenetische Modifikationen beziehungsweise proapoptotische
Effekte bereits bei einer Konzentration von 0,1 % DMSO (Galvao et al., 2014;
Verheijen et al., 2019). Diese Konzentration wurde in der vorliegenden Arbeit mit einer
Konzentration von 0,4% deutlich Uberschritten. Da DMSO jedoch auch in den
jeweiligen Kontrollgruppen verwendet wurde (Primessnig & Deil3ler et al., 2022) und

eine Einwirkungszeit von maximal 3h vorlag, sind diese Effekte zu vernachlassigen.
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5 Einordnung der Ergebnisse in den Gesamtkontext,
Ausblick und Schlussfolgerung

Herzinsuffizienz und VHF sind Volkskrankheiten mit Millionen Betroffenen alleine in
Europa. Etwa 1-2 % der europaischen Bevdlkerung sind von einer Herzinsuffizienz
betroffen (McDonagh et al., 2021), die Pravalenz des VHF liegt bei etwa 2 % in
westlichen Landern (Zoni-Berisso et al., 2014). Insbesondere das gemeinsame
Auftreten beider Erkrankungen ist mit einer deutlich erhdhten Morbiditat und Mortalitat
assoziiert (Wang et al., 2003). Trotz medikamentdser und interventioneller Fortschritte
in der Therapie beider Erkrankungen ist eine adaquate Behandlung weiterhin eine

Herausforderung.

In diesem Kontext demonstriert die vorliegende Arbeit erstmalig in-vitro einen
Zusammenhang zwischen einer BNP- bzw. einer LBQ657/Valsartan-Behandlung und
einer signifikanten Reduktion des Auftretens von Arrhythmien in humanen atrialen
Myokardproben unter adrenergem Stress. Dartber hinaus konnte auch ein direkter
Effekt von BNP auf die diastolische Spannung der Muskelpréaparationen und ein
potenzieller Mechanismus der NEP-Regulation in Patient:innen mit terminaler
Herzinsuffizienz gezeigt werden. All diese Erkenntnisse leisten einen Beitrag zu einem
verbesserten mechanistischen Verstandnis der medikamentdsen Behandlung mit
Sacubitril/Valsartan bei Patient:innen mit Herzinsuffizienz und zeigen zudem
potenzielle antiarrhythmische Effekte einer solchen Behandlung auf, welche
insbesondere fir Patient:innen mit VHF oder Vorhofremodelling von groRer Relevanz
sein kdnnen (Primessnig & Deildler et al., 2022). Aus den Ergebnissen der Arbeit kann
geschlossen werden, dass insbesondere die Gruppe der Hochrisikopatient:innen mit
gleichzeitig auftretender Herzinsuffizienz und VHF von einer frihzeitigen ARNI-
Therapie profitieren kénnen. Eine ARNI-Behandlung kodnnte Uber die klassisch
bekannten ARNI-Effekte hinaus erhebliche positive Auswirkungen haben, indem sie
die Induktion von Vorhofarrhythmien unterdriickt und somit die Vorhoffunktion
aufrechterhélt (siehe auch De Vecchis et al. 2020). Die in der vorliegenden Arbeit in-
vitro gezeigte Korrelation zwischen langfristig erhéhten (B)NP-Spiegeln (entsprechend
des Plasma NT-proBNP) und einer Zunahme der (B-adrenergen inotropen Reserve
konnte zudem auf einen langfristigen, direkten NP-Effekt auf die funktionelle Reserve
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des Myokards hinweisen, welcher zu einer verbesserten LV-Funktion bei

Herzinsuffizienz beitragen kénnte.

Die durchgefiihrten Untersuchungen demonstrieren die Effekte einer Therapie mit
LBQ657/Valsartan in multizellularen atrialen Praparaten, ohne jedoch durch eine
ausfuhrliche molekularbiologische Untersuchung oder zellulare Studien die
vermuteten Signalwege abschlieBend zu bestatigen. Zukinftige Arbeiten kdnnten
beispielsweise durch histologische oder molekularbiologische Analysen die Gewebs-
Konzentration von BNP und anderen Hormonen nach Behandlung mit
LBQ657/Valsartan bestimmen und so einen Beitrag zu einem vertieften
mechanistischen Verstandnis leisten. Auch die Analyse der Phosphorylierung von Titin
oder der PDE3, sowie der lokalen Expression von B-AR kdnnten gezeigte Effekte auf
zellularer Ebene einordnen. SchlieBlich koénnte durch die mikroskopische
Untersuchung isolierter humaner Kardiomyozyten mit einem Konfokal-Mikroskop der

Effekt von BNP und LBQ657/Valsartan auf atrialer zellularer Ebene bestatigt werden.

Die in der Arbeit gezeigten Ergebnisse sind insbesondere als Grundlage fur weitere
klinische Studien auf Vorhofebene relevant, da sie einen mechanistischen Einblick in
die potenziellen antiarrhythmischen Effekte von Sacubitril/Valsartan auf das Auftreten
von Vorhofflimmern in einem humanen Modell geben. Zukinftige Studien wie die
aktuell laufende SAVE THE RHYTHM Studie kdnnten eine Translation der gezeigten
Effekte in klinisch-therapeutische Handlungsempfehlungen ermdéglichen. Die zudem
gezeigten Effekte einer Herzinsuffizienz auf die kardiale Expression von NEP tragen
zu einem verbesserten pathophysiologischen Verstandnis der NEP-Expression bei,
welches zukunftig bei der Entscheidung flr eine gezielte Therapie mit NEP-Inhibitoren

genutzt werden kénnte.
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