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Kurzzusammenfassung

Ziel: Es wurden die Auswirkungen einer niedrig dosierten Behandlung des selektiven Natrium-
Glucose-Cotransporter-2-Inhibitors (SGLT2), Empagliflozin, auf die Herzfunktion von normogly-

kamischen Ratten untersucht.

Methode: Zur Evaluation der akuten Effekte von Empagliflozin wurde nach iv.-Injektion des
SGLT2-Inhibitors die Hdmodynamik tber 30 Minuten im intrakardialen Katheter gemessen. Die
Induktion eines Myokardinfarktes erfolgte durch einen dauerhaften VVerschluss der linken deszen-
dierenden Koronararterie. Die Ratten wurden taglich mit 1 mg / kg Empagliflozin p.o. fur 7 Tage
behandelt. Echokardiographie und intrakardialer Katheter wurden eine Woche nach Myokardin-
farkt durchgefihrt. Es fand eine Quantifizierung der kardialen Proteinexpression im Western Blot
statt.

Ergebnisse: Die iv.-Injektion von Empagliflozin bei gesunden Kontrolltieren fiihrte im linken
Ventrikel zu einem Anstieg des maximalen ventrikuléren Drucks (110,20 + 14,11 mmHg vs 86,14
+ 15,84 mmHg, p <0,05), des mittleren Drucks (53,79 + 12,45 mmHg vs 35,96 + 10,62 mmHg, p
<0,05) und des max dP / dt (5685,57 + 1444,27 mmHg / s vs 8445,968 + 1964,483 mmHg /s, p
<0,01). 7 Tage nach Myokardinfarkt flihrte eine Behandlung mit Empagliflozin zu einer verbes-
serten systolischen Funktion, die durch einen Abfall des Global Longitudinal Strains dargestellt
wurde (-16,64 £ 1,61% vs -20,99 + 3,21%, p <0,05). Zusatzlich kam es bei behandelten Sham
Tieren zu einer Zunahme des Fractional Shortenings (16,01 £ 3,54% vs 21,21 + 1,58%, p <0,05)
und des Schlagvolumens (209,51 + 22,77 ul vs 274 78 £ 27,57 ul, p <0,01). Empagliflozin beein-
flusste die kardiale Proteinexpression, indem es die Metalloprotease 9 (MMP9) (p <0,001), sowie
den pH-regulierenden Natrium-Protonen Austauscher 1 (NHE1) runterregulierte (p <0,05) und die
kontraktilitdtsbestimmende Ca2- ATPase des Sarco(endo)plasmatischen-Retikulums (SERCA2a)
hochregulierte (p <0,05). Die diastolische Funktion und die Stiffness-Parameter blieben unbeein-
flusst. Es kam zu keiner Anderung der Expression der Fibrose- (TGFB1, Smad) oder Nekroptose-
(MLKL) Proteine.

Diskussion: Die iv.-Applikation von Empagliflozin erhohte die Herzkontraktilitat. Bei der Be-
handlung mit einer niedrigen Dosierung in der friihen Phase des Myokardinfarkts kam es unab-
hangig vom Glukosestatus zusétzlich zu einem Erhalt der systolischen Funktion. Es bestand dabei
ein Zusammenhang zwischen der Empagliflozin Behandlung und der Herunterregulation von NHE
und MMP9 und der Hochregulation von SERCAZ2a.



Abstract

Aim: Aim of this thesis was to study the effects of a low dose treatment with Empagliflozin, a
selective sodium-glucose cotransporter 2 (SGLT2) inhibitor, on the cardiac function in normogly-

cemic rats.

Method: To study its short-term effects, Empagliflozin was administrated iv. and hemodynamics
were measured by an intracardiac catheter after 30 minutes. Myocardial infarction was induced by
a permanent ligation of the left descending coronary artery. Rats were treated daily with 1mg / kg
Empagliflozin p.o. for 7 days. Echocardiography and intracardiac catheter were performed one

week after myocardial infarction. Cardiac protein expression was quantified by Western Blot.

Results: lv.-injection of Empagliflozin in healthy control animals increased the maximal ventric-
ular pressure (110,20 = 14,11 mmHg vs 86,14 + 15,84 mmHg, p < 0,05), mean pressure (53,79 £
12,45 mmHg vs 35,96 + 10,62mmHg, p < 0,05) and max dP/dt (5685,57 = 1444,27mmHg/s vs
8445,968 + 1964,483mmHg/s, p < 0,01) in the left ventricle. 7 days after myocardial infarction,
Empagliflozin treatment resulted in an improved systolic function as demonstrated by a decrease
of the global longitudinal strain (-16,64 + 1,61% vs -20,99 + 3,21%, p < 0,05). In addition, treated
sham animals showed an increase in fractional shortening (16,01 + 3,54% vs 21,21 + 1,58%, p <
0,05) and stroke volume (209,51 + 22,77uL vs 274,78 + 27,57uL, p < 0,01). Empagliflozin influ-
enced the cardiac protein expression by down-regulating the metalloprotease 9 (MMP9) (p <
0,001), as well as the pH regulating sodium hydrogen exchanger 1 (NHE1) (p < 0,05) and up-
regulating the contractility-determining sarco(endo)plasmic reticulum Ca2-ATPase (SERCAZ2a)
(p < 0,05). The diastolic function and the vascular stiffness were not affected. There were no

changes in the fibrosis (TGFB1, Smad) or necroptosis (MLKL) protein expression.

Discussion: The iv.-application of Empagliflozin increased cardiac contractility. A low dose treat-
ment preserved the systolic function in the early phases of myocardial infarction independent of
the glucose statues. The Empagliflozin treatment is associated with the down-regulation of NHE
and MMP9 and the up-regulation of SERCAZ2a.



1 Einleitung
1.1 Myokardinfarkt

1.1.1 Kardiovaskulare Erkrankungen: die haufigste Todesursache in Deutschland

Im Jahr 2016 waren in Deutschland Erkrankungen des Kreislaufsystems mit 38,4% die haufigste
Todesursache (1). An erster Stelle stand die chronische ischamische Herzkrankheit (KHK) mit
72.062 Betroffenen, gefolgt vom akuten Myokardinfarkt mit 48.669 Verstorbenen (1). Patienten,
die einen Myokardinfarkt erlitten und zusatzlich an einem Diabetes mellitus erkrankt waren, hatten
dabei eine hohere Wahrscheinlichkeit im Verlauf zu versterben (2).

1.1.2 Definition des Myokardinfarktes

Bei einem Myokardinfarkt kommt es zu einer Minderversorgung des Herzmuskels mit Sauerstoff,
bei der eine Nekrose des Herzgewebes entsteht (3). Die haufigste Ursache flr einen Myokardin-

farkt ist die Ruptur eines atherosklerotischen Plagues im Bereich der Koronararterien (4).

Nachgewiesen wird der ischdmische Schaden durch eine Erhdhung des kardialen Troponins ober-
halb der 99. Perzentile (3). Zusétzlich zu dem laborchemischen Nachweis eines Myokardschadens
muss definitionsgemal mindestens eines der folgenden Kriterien zutreffen: typisches klinisches
Bild, ischdmischer EKG Befund (ST-Veranderungen, neu aufgetretener Linksschenkelblock), pa-
thologische Q-Zacke im EKG, neu nachgewiesener Verlust von Myokardgewebe bzw. regionalen
Wandbewegungsstérungen in der Bildgebung oder durch Angiographie oder Autopsie gesicherter
Thrombus, der das Herz versorgenden Arterien (3).

Mittels des EKG-Befundes lasst sich der Myokardinfarkt in einen ST-Streckenhebungsinfarkt
(STEMI) oder einen Nicht-ST-Streckenhebungsinfarkt (NSTEMI) einteilen (5).



1.1.3 Das kardiale Remodeling nach Myokardinfarkt und aktuelle Forschungsansatze

Ein pathologisches postmyokardiales Remodeling steht im Zusammenhang mit einem Verlust der
Kontraktilitdt und damit der Entwicklung einer Herzinsuffizienz. Den meisten Todesfallen infolge
eines Myokardinfarktes geht eine Herzinsuffizienz voraus (6). Daher ist die Behandlung eines
akuten Myokardinfarktes und der damit verbundene Erhalt der kardialen Pumpleistung ein zent-

rales Thema der aktuellen Forschung.

Im Rahmen einer Ischdmie kommt es zu einem Zelluntergang, der von einer Entziindungsreaktion
und von einem Abbau der extrazelluldren Matrix durch Metalloproteasen (MMP) akut gefolgt
wird, was zu einer Ausdiinnung der Ventrikelwand und Dilatation fuhrt (7, 8). Im weiteren Verlauf
folgt eine antiinflammatorische Reaktion, die ein kardiales Remodeling mit dem Ziel einer stabilen
Narbenbildung und der Anpassung des linken Ventrikels an eine erhdhte Wandspannung bewirkt
(7, 8). Hier bildet sich im Infarktbereich eine Kollagennarbe und es kommt zu einer Hypertrophie
der Kardiomyozyten (8). An den Umbauprozessen sind verschiedene Zellen und Botenstoffe be-

teiligt, die je nachdem einen Ansatzpunkt fiir neue Behandlungsmethoden darstellen.

Innerhalb der ersten Stunden nach einem Myokardinfarkt kommt es zu einer inflammatorischen
Reaktion, die gekennzeichnet ist durch das Einwandern von Neutrophilen und Monozyten bzw.
Makrophagen in den Infarktbereich (7). Neutrophile schiitten dabei Stoffe aus, die die Uberreste
des toten Gewebes abbauen — unter anderem auch MMPs (7, 8). Nach ungefahr Tag 7 kommt es
zu einer Reduktion der Neutrophilenanzahl (7). Makrophage vollziehen ebenfalls innerhalb der
ersten 7 Tage nach einem stattgefundenen Myokardinfarkt einen Wechsel des Polarisationsprofils
von proinflammatorisch zu antiinflammatorisch (7).

Eine Reduktion der Entziindungsreaktion wurde in klinischen Studien mittels verschiedener Sub-
stanzen getestet, wobei es zu kontroversen Ergebnissen kam (9). Beispielsweise zeigte die Phase
2 Studie ,,VCU-ART3* weniger Todesfélle und ein geringeres Auftreten von Herzinsuffizienz,
jedoch ohne Verbesserung der linksventrikuldren Pumpfunktion bei Behandlung von STEMI Pa-
tienten mit einem IL-1 Inhibitor (10). Bei Patienten mit einem PCI behandelten NSTEMI kam es
bei Gabe von einem P-Selectin-Antagonisten oder einem IL-6 Rezeptor Inhibitor zu einer Reduk-
tion der Troponin Werte (9, 11, 12).

Fur die stabile Narbenformation sind insbesondere die Gruppe der Metalloproteasen entscheidend

(8). Allgemein vermitteln MMPs den Abbau der extrazellularen Membran und kénnen zusétzlich



die nach Myokardinfarkt folgenden inflammatorischen Antworten beeinflussen (13, 14). lhre na-
tarlichen Gegenspieler stellen die Tissue Inhibitors of Metalloproteinasen (TIMPS) dar (7). An den
postmyokardialen Umbauprozessen sind verschiedene MMPs beteiligt, unter anderem die Gela-
tinasen, MMP9 und MMP2 (13-15).

MMP9 hat nach einem Myokardinfarkt seine Peak-Konzentration zwischen Tag 1 und 4 und ist
noch eine Woche nach Myokardinfarkt hochreguliert (13, 16). Bei Patienten, die einen akuten
Myokardinfarkt erlitten haben, korrelierte die Plasma-MMP9 Konzentration mit dem N-BNP-
Spiegel, wéahrend die MMP2 Konzentration invers mit dem linksventrikularen Volumen im Zu-
sammenhang steht (16). Auch fiel auf, dass Patienten, die 2 Jahre nach Myokardinfarkt eine Herz-
insuffizienz entwickelt hatten, zum Zeitpunkt des Infarktes erhéhte MMP9 Spiegel aufwiesen (17).
Im Tiermodell kommt es bei Beeinflussung der MMPs zu widerspriichlichen Ergebnissen. Einer-
seits zeigt sich bei einer 3 Stunden nach Koronarligation begonnenen Behandlung mit einem
MMP9 Inhibitor eine Verschlechterung der ventrikularen Funktion sowie eine Ausdiinnung der
Myokardwand (18). Andererseits kommt es bei MMP9 Knockout M&usen nach Herzinfarkt zu
einer geringeren linksventrikuldren Dilatation und einem verringerten Kollagengehalt im Infarkt-
bereich (19).

MMPs stehen auBlerdem in einer Wechselwirkung mit TGF- (20). TGF- beeinflusst die Rege-
neration und vor allem die kardiale Fibrosebildung nach Myokardinfarkt (21, 22). In verschiede-
nen Tiermodellen konnte eine postmyokardiale Hochregulation von TGF-f3 beobachtet werden,
die zum Teil ihre Wirkung durch eine Aktivierung der Smad Signal Kaskade entfaltet (21, 22).
Dabei kommt es zu einer verstarkten Aktivierung von Smad 2 und 3 und somit zu einer erhdhten
Transkription verschiedener Gene, die im Zusammenhang mit der Produktion von extrazellulérer
Matrix und fibrotischen Umbauprozessen stehen (21, 22).

Versuchstiere, die mit einem TFG-B Inhibitor behandelt wurden, zeigten eine erhohte Mortalitét
und ein verschlechtertes kardiales Remodeling nach Myokardinfarkt (23). Dagegen kam es in ei-
nem weiteren Experiment neben der erhdhten friiheren Sterblichkeit 4 Wochen nach Ligation der
linken Koronararterie aul3erhalb der Infarktnarbe zu einer Verbesserung der Dilatation und Fibrose
nach TGF-3 Blockade (24).

Ein weiterer Gegenstand der aktuellen Forschung ist der Einfluss von Nekroptose auf kardiovas-
kuldre Erkrankungen (25). Bei Nekroptose handelt es sich um eine programmierte Nekrose, die

Caspase unabhéngig ablauft (25, 26). Hierbei kommt es zu einem Zusammenspiel aus der Rezeptor



Interacting Protein Kinase (RIP) 1, RIP 3 und Mixed Lineage Kinase Domain-Like (MLKL), die
zu Porenbildung und Zelluntergang fiihren (26).

In Tiermodellen konnte 24 Stunden nach Myokardinfarkt eine Hochregulation von RIP3 gesehen
werden, wobei RIP3 negative Méause ein verbessertes kardiales Outcome nach Infarkt aufwiesen
(25, 27).

1.1.4 Diabetes als Risikofaktor fiir ein schlechtes Outcome nach Myokardinfarkt

Diabetes zahlt zu den Hauptrisikofaktoren fur die Entstehung von Atherosklerose und damit der
KHK (28). Das Risiko fir Typ 2 Diabetiker an einer KHK bzw. deren Folgeerkrankungen zu lei-
den, ist im Vergleich zu der Normalbevolkerung erhoht (29). Dabei erkranken Diabetikerinnen
mit einer hdheren Wahrscheinlichkeit an einer KHK als mannliche Diabetiker (29).

Daruber hinaus haben Diabetiker ein erhohtes Risiko, im Verlauf eines Myokardinfarktes an die-
sem zu versterben (2). Klinisch wichtig ist, dass Diabetiker haufiger an symptomarmen, sogenann-

ten ,,stummen® Infarkten leiden, die schwieriger zu diagnostizieren sind (30).

Auch bei dem klinischen Outcome nach Myokardinfarkt gibt es Unterschiede zwischen Patienten
mit bzw. ohne Diabetes mellitus (31). 6 Monate nach initialem Ereignis konnte keine Differenz in
Bezug auf die linksventrikuldre Pumpfunktion gesehen werden (31). Jedoch zeigte sich in der
Langzeitbeobachtung, dass Diabetiker ein erhdhtes Auftreten von Herzinsuffizienz 5 Jahre nach
erlittenem Infarkt aufwiesen (31). Dies spricht fur einen schlechteren postmyokardialen Umbau
des Herzens. In einer Studie, die das Remodeling nach Myokardinfarkt bei diabetischen Mausen
untersuchte, fiel eine erhohte Aktivitdt an MMPs und eine unorganisierte Kollagenstruktur auf, die

mit einer schlechteren kardialen Funktion korrelierte (32).



1.2 Elektromechanische Kopplung und pH Regulation

1.2.1 Die elektromechanische Kopplung und pH Regulation

Bei der elektromechanischen Kopplung handelt es sich um die Umwandlung eines elektrischen
Signals in die mechanische Kontraktion einer Zelle (33). Sie erfolgt durch den Einstrom von Cal-
cium durch L-Type-Calcium Kanéle (Dihydropyridinrezeptoren, DHPR) in das Zytosol infolge
einer Erregung der Kardiomyozyten-Membran, Sakrolemma (33). Der plétzliche Calcium-Anstieg
flihrt zu einer weiteren Freisetzung von Calcium aus dem Sakroplasmatischen Retikulum durch
die Ryanoidin-Rezeptoren (RyR2) (33). Die nun ausreichend groRe Calcium-Menge verursacht
die Kontraktion des Kardiomyozyten durch Bindung des Calciums an das Troponin C des Kon-
traktionsapparats (33). Damit es daraufhin zu einer Erschlaffung der Herzmuskelzelle kommen
kann, muss das Calcium abtransportiert werden (33). Dabei wird (ber eine Calcium-ATPase (sar-
coplasmic endoplasmic reticulum calcium transporting ATPase 2a, SERCA 2a) ein groRer Teil
des Calciums zuruck in das Sakroplasmatische Retikulum transportiert (33). Weiterhin wird Cal-
cium im Austausch mit 3 Natrium mittels Natrium-Calcium-Austauscher (NCX) vom Zytosol in
den Extrazellularraum gebracht (33, 34). Damit NCX arbeiten kann, muss ein ausreichend grof3er
Natriumgradient vorliegen, der durch die Natrium-Kalium ATPase erschaffen wird (34). Ein klei-
ner Anteil des Calciums wird durch die im Sakrolemma befindliche Calcium-ATPase aus der Zelle
gepumpt oder Gber einen Uniport in Mitochondrien aufgenommen (33).

Innerhalb der Kardiomyozyten herrscht unter normalen Bedingungen ein pH-Wert von ca. 7,2
(35). Der intrazelluldre pH wird vor allem durch den Natrium-Protonen-Austauscher (NHE), der
Protonen im Austausch mit Natrium aus der Zelle heraustransportiert, und dem Natrium-Bicarbo-
nat-Cotransporter (NBC), welcher Bicarbonat zusammen mit Natrium nach intrazelluldr bringt,
aufrechterhalten (35). NBC lasst sich dabei noch zusatzlich in zwei Unterformen unterteilen:
NBCel und NBCnl (35). NBCel schleust 2 Bicarbonat-Molekile mit einem Natrium in das Zell-

innere, wohingegen NBCn1 nur ein Bicarbonat zusammen mit einem Natrium transportiert (35).

Die pH Regulation der Kardiomyozyten ist mit der elektromechanischen Kopplung unter anderem
uber den intrazelluldren Natriumgradienten verbunden (35, 36). Dieser wird durch die Expression
von NHE und NBC beeinflusst (35, 36). Der Natriumgradient reguliert dabei die Aktivitat der

NCX und so indirekt die Konzentration des intrazellularen Calciums (34-36).



Abbildung 1: Schematische Darstellung der elektromechanischen Kopplung und pH Regulation in
Kardiomyozyten

1.2.2 Pathophysiologische Veranderung der Kontraktilitait und pH Regulation bei Myo-
kardinfarkt

Ein starker Abfall des intrazelluléren pHs der Kardiomyozyten kommt im Rahmen eines Myokar-
dinfarktes vor. Dabei fuhrt die Azidose zu einer Stimulation von NHE und NBC und einer Hem-
mung der Natrium-Kalium-ATPase (35, 37, 38). Der Versuch, den intrazellularen pH-Wert anzu-
heben, geht mit einer gesteigerten Natrium-Aufnahme einher (35, 36). Ein ansteigender Natrium-
gradient kann NCX inaktivieren bzw. verlangsamen oder sogar den Ein- und Ausstrom der Mole-
kile Gber den Austauscher umkehren (34, 37, 39). Kommt es zu einer solchen umgekehrten Wir-
kung von NCX, kann dies unterschiedliche Auswirkungen haben. Dabei wird vermutet, dass ein
vermehrter Calciumeinstrom in die Zelle die Kontraktilitit verbessert, indem es zu einer gestei-
gerten Beladung des Sakroplasmatischen Retikulums mit Calcium und eine daraus folgende er-
hohte Calcium-Amplitude bei dem né&chsten Aktionspotential kommt, wéhrend ein Calciumuber-
schuss, wie er bei einer Ischdmie existiert, zu Funktionsstérungen und Zelluntergang fiihrt (34-37,
39).



Weiterhin konnte in Folge eines Myokardinfarkts und in einer daraus resultierenden Herzinsuffi-
zienz im Tiermodell eine Herunterregulation der SERCA 2a beobachtet werden, die mit einem

langsamer abnehmenden Calcium-Transienten im angrenzenden Infarktbereich einherging (40).

1.2.3 Kardiale Pumpen und Transporter als Ansatzpunkt zur Behandlung von kardiovas-
kuléren Erkrankungen

Eine Veranderung in der Expression der Transporter und Pumpen des Sakrolemmas des Kardio-
myozytens wird bei verschiedenen kardiovaskuléren Erkrankungen beobachtet. Die damit verbun-
denen Veranderungen der intrazelluldren lonengradienten sind oft urséchlich fur die Pathophysi-
ologie der Erkrankung (33). Die kardialen Transporter und Pumpen sind dabei Ansatzpunkte ver-
schiedener Forschungsprojekte, die sich mit der Behandlung von kardiovaskuldren Erkrankungen

befassen und auf die im Folgenden genauer eingegangen wird:

Die bei Herzinsuffizienz nachgewiesene Herunterregulation der SERCA 2a fiihrt zu einem Verlust
der kardialen Pumpleistung (33, 41). Dabei gibt es mehrere Studien, in denen die Modifikation
von SERCA 2a als therapeutischer Ansatz genutzt wurde — wobei diese kontroverse Ergebnisse
erzielten (42-45).

Zusétzlich zu der geringen SERCA 2a Aktivitat konnte in einem Teil der Studien bei Patienten mit
Herzinsuffizienz eine Hochregulation von NCX beobachtet werden (41, 46). Dabei wurde vermu-
tet, dass eine kompensatorische NCX Erhohung als Ausgleich der erniedrigten SERCA 2a Akti-
vitat dient (41).

Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass Gewebe von Herzinsuffizienzpatienten, welches
einen geringeren diastolischen Kraftanstieg nach Stimulation aufwies, eine erhohte NCX Expres-
sion besal? (47). Piacentino et al. konnten bei Untersuchungen von menschlichen herzinsuffizien-
ten Kardiomyozyten einen verringerten Calcium-Peak in der Systole, eine geringere Beladung des
Sakroplasmatischen Retikulums mit Calcium sowie eine vermehrte Entfernung von Calcium durch
NCX nachweisen (48).

Im Tierexperiment reduzierten NCX-Inhibitoren die Grof3e des Infarktbereiches im Langendorff-
Modell bzw. bei perfundierten M&useherzen (49, 50). Transgene NCX Knockout Mause wiesen
eine geringe InfarktgréfRe und eine verbesserte postischdmische Kontraktilitat auf (51). Jedoch

hatten die NCX-Inhibitoren teilweise ein nicht sonderlich spezifisches Wirkspektrum (34, 37).



Szepesi et al. untersuchten die Wirkung von NHE- und NCX-Inhibition mittels Langendorff Ex-
periment in einem Ischamie-Reperfusions-Modell (38). Gab man beide Inhibitoren zusammen, so
zeigte sich eher ein schlechteres Outcome als bei der alleinigen Applikation von NHE Hemmern
(38).

Im Tiermodell wurden NHE-Inhibitoren zur Behandlung von Myokardinfarkten bzw. Reperfu-
sion-Verletzungen verwendet. Hierbei ergaben sich widersprichliche Ergebnisse. So zeigten ei-
nige Veroffentlichungen eine Verbesserung der H&modynamik und des kardialen Remodelings
sowie eine Verringerung der Infarktgrof3e (52-54). Andere tierexperimentelle Studien beobachte-
ten jedoch keine Veranderung (55). Schlussendlich konnten die protektiven Effekte einer NHE-

Blockade nicht in einer Phase 2 Studie an STEMI-Patienten nachgewiesen werden (56).

Weiterhin konnten kardioprotektive Effekte bei der selektiven Hemmung von NBCel bei Ischa-
mie-Reperfusions-Verletzungen im Tiermodell gezeigt werden (57, 58). Dazu gehérten eine ver-
besserte Myokardfunktion und eine verringerte Infarktgroe (57, 58). NBCel-lberexpremierte
transgene Méausen zeigten dagegen nach Myokardinfarkt eine verringerte Pumpleistung, wahrend
NBCel Knockout-Mause keine Veranderung der Kontraktilitdt im Rahmen eines Ischdmie Reper-
fusions-Modells aufwiesen (59, 60).

1.3 SGLT2 Inhibitoren

1.3.1 Die Familie der SGLT-Rezeptoren

Sodium dependent Glucose Cotransporter (SGLT) Rezeptoren gehdren zu der Sodium Substrate
Symporter Genfamilie (SSSF) (61). An der renalen Reabsorption von Glucose sind vor allem
SGLT1 und SGLT2 Rezeptoren beteiligt (61). Im menschlichen Gewebe konnte SGLT2 vor allem
in der Niere nachgewiesen werden, wobei SGLT1 neben seinem VVorkommen im renalen Gewebe
auch in der Lunge, Leber, Dinndarm und Herz exprimiert ist (62).

Beide SGLT Rezeptoren kommen im proximalen Tubulus der Niere vor, wobei SGLT2 Rezepto-
ren im Segment 1 und SGLT1 Rezeptoren in den Segmenten 2 und 3 anzutreffen sind (63). Sie
werden in der apikalen Membran exprimiert und transportieren ein Glucosemolekul zusammen

mit einem (SGLT2) bzw. zwei Natriummolekiilen (SGLT1) vom Lumen nach intrazellul&r (63).
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Es handelt sich dabei um einen sekundar aktiven Transport, der durch einen geringeren Natrium-
gradient intrazellul&r getrieben wird (63). Der Natriumgradient wird durch eine basolaterale Na/K-
ATPase aufrechterhalten, die drei Natriummolekdile zurtick ins Blut im Tausch gegen 2 Kalium-
molekdile transportiert (63). Die sich intrazellular ansammelnde Glucose wird tiber GLUT1 und
GLUT2 Transporter zurtick in das Blut gebracht (63).

SGLT2 Rezeptoren haben dabei eine hohe Kapazitét, jedoch eine geringere Affinitat, wéhrend
SGLT1 Rezeptoren umgekehrt eine niedrige Kapazitét, aber eine hohe Affinitat aufweisen. Unter
physiologischen Bedingungen reabsorbieren SGLT2 Rezeptoren 90% der Glucose (61, 63). Bei
gesunden Individuen wird dabei die Glucose vollstandig aus dem Urin zuriickresorbiert (63). Die
Nierenschwelle fiir Glucose liegt dabei bei 180mg/dL (63).

1.3.2 SGLT2 Inhibitoren, die neue Gruppe der Antidiabetika

Bei Diabetikern konnte teilweise eine erhdhte Expression von SGLT2, SGLT1 und GLUT2 nach-
gewiesen werden, die mit einer gesteigerten Glucose-Reabsorption einhergeht (61, 63). SGLT2
Inhibitoren entfalten ihren antidiabetischen Effekt durch die Hemmung des renalen SGLT2
Cotransporters (64, 65). Dies verhindert eine Ruckresorption von Glucose aus dem Primarharn
und senkt so die Blutglucose (64).

Phlorizin war der erste unselektive SGLT2-Inhibitor, der aus der Rinde eines Apfelbaums extra-
hiert wurde (65). Wegen seiner Nebenwirkungen und der geringen Selektivitat, kam es zu keiner
klinischen Anwendung (65). Von dem aktiven Zentrum von Phlorizin wurden jedoch weitere
SGLT2 Inhibitoren abgeleitet (61, 65).

Zu den ersten in Europa zugelassenen SGLT2 Inhibitoren gehdrten Dapagliflozin, Canagliflozin
und Empagliflozin (66). Sie unterscheiden sich zum Teil in ihrer Pharmakokinetik (63).

1.3.3 Die pharmakologischen Eigenschaften von Empagliflozin

Bei Empagliflozin handelt es sich um 1-Chlor-4-(5-D-glucopyranos-1-yl)-2-[4-((S)-Tetrahydro-
furan-3-yl-oxy)-benzyl]-Benzol (64, 67). Es gehort zu der Gruppe der C-Glykoside mit der Struk-
turformel C23H27ClO7 und einem Molekulargewicht von 450,9 g/mol (64, 67).
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Empagliflozin erreicht nach 1,5 bis 3 Stunden seine maximale Konzentration und hat daraufhin
eine biphasische Abnahme (63, 67, 68). Durch die lange Halbwertszeit von ca. 13 Stunden reicht
eine einmalige tagliche Gabe aus (63). Das Steady-Stade wurde bei Typ 2 Diabetikern am Tag 5
erreicht (68). Die Bioverfiigbarkeit von Empagliflozin liegt bei ungefahr 75%, wobei 86% des
Medikamentes an Proteine gebunden werden (63). Es hat eine 2.500-mal starkere Selektivitat zu
SGLT2als zu SGLT1 (63, 64). Bei einer Gabe von bis zu 100mg Empagliflozin konnte ein dosis-
abhangiger Anstieg der renalen Glucoseausscheidung bei gesunden Studienteilnehmern nachge-
wiesen werden (63, 69). Es zeigt sich eine lineare Pharmakokinetik in Bezug zur Zeit (67, 70). Die
Inaktivierung von Empagliflozin erfolgt durch Glucuronidation innerhalb der Leber (67, 70). Die
Metabolite werden zu 55% renal und zu ca. 40% fakal eliminiert (67, 70).

Bei der Behandlung mit SGLT2 Inhibitoren kommt es zu einer Glucoseausscheidung, die jedoch
nicht unter 80g pro Tag absinkt (63, 71). Urséchlich sind hierfir die im spateren Tubulussegment
exprimierten SGLT1 Rezeptoren, die bei Inhibition des SGLT2 Rezeptors ihr volles Potential aus-
schopfen kdnnen und bis zu 40% der Glucose bzw. mindestens 80g pro Tag, zuriickresorbieren
(63, 71). Dies erklart auch, warum es bei alleiniger SGLT2 Inhibitor Gabe unwahrscheinlich ist,

dass es zu Hypoglykamien kommt (71).

Empagliflozin ist in Deutschland als Mono- oder Kombinationstherapie fiir Typ 2 Diabetiker zu-
gelassen (63). Im Klinischen Alltag stehen Patienten Dosen von 10mg, die bis auf 25mg Em-

pagliflozin hochdosiert werden kénnen, zur Verfligung (63).

Es sind zu dem jetzigen Zeitpunkt keine relevanten Medikamenteninteraktionen bekannt (66). Ein-
schréankungen bei der Gabe von Empagliflozin bestehen bei chronischer Niereninsuffizienz mit
stark eingeschranktem GFR und ist ebenfalls kritisch zu sehen bei schweren Leberschaden (63,
67). Bei Schwangeren und Stillenden sind SGLT2 Inhibitoren kontraindiziert (63).

Zu den unerwiinschten Nebenwirkungen z&hlen vor allem Urogenitalinfektionen (61, 63). Durch
die osmotische Diurese und den damit verbundenen Wasserverlust kann es zu Dehydration,
Schwindel und Hypotonie kommen (61, 63). Hypoglyk&dmien wurden bei der Kombination von
SGLT2 Inhibitoren mit anderen Antidiabetika beobachtet (63).

Bei Patienten, die mit SGLT2 Inhibitoren behandelt wurden, konnte ein erhhtes Risiko fur das
Auftreten von diabetischen Ketoazidosen beobachtet werden (61, 63). Bei Canagliflozin wurde
zusatzlich eine erhohte Rate an Amputationen der unteren Extremitaten in der CANVAS Studie
beschrieben (63, 72). Auch wurde ein vermehrtes Auftreten von Fournier Gangrénen im Zusam-

menhang mit einer SGLT2 Inhibitoren-Behandlung gesehen (73).
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1.3.4 Kardiovaskulare Wirkungen von SGLT2 Inhibitoren

Seit Oktober 2019 werden nach der Diabetes-Leitlinie der ESC bei der Behandlung von Typ 2
Diabetikern mit kardiovaskularen VVorerkrankungen oder mit einem hohen kardiovaskuléren Ri-
siko SGLT 2-Inhibitoren empfohlen (74). In der Empa-Reg-Outcome Studie wurde unter der Gabe
von Empagliflozin bei Patienten mit kardiovaskuldren VVorerkrankungen eine verringerte Mortali-
tat nachgewiesen, unter anderem durch eine Reduktion der kardiovaskuldren Todesfélle (75). Wei-
terhin konnte gezeigt werden, dass die Gabe von SGLT2 Inhibitoren zu einer signifikanten Re-
duktion der nicht tédlichen Myokardinfarkte, wie auch Herzinsuffizienzen fihrte (75, 76). All
diese Ergebnisse bezogen sich auf Typ 2 Diabetiker.

Allgemein wirken SGLT2 Inhibitoren bei Typ 2 Diabetikern, dadurch, dass sie nach Einnahme die
Blutglucose senken, wobei sie bei langfristiger Therapie eine positive Auswirkung auf den HbAlc
haben (61). Es konnte dabei eine verbesserte Betazellfunktion und Blutzuckerkontrolle beobachtet
werden (61, 63). Auch schien der Einsatz von SGLT2 Inhibitoren bei Typ 2 Diabetikern eine ne-
phroprotektive Wirkung zu haben, sodass unter anderem in einer Metaanalyse sich das Risiko flr

die Progression von renalen Erkrankungen reduzierte (61, 77).

Positive kardiovaskulare Effekte von SGLT2 Inhibitoren sind neben der Reduktion des Blutzu-
ckers, ein Gewichtsverlust und eine Senkung des Blutdrucks ohne Beeintréachtigung der Herzfre-
quenz (75, 78). Ein Grund fur die Reduktion des Blutdrucks ist der diuretische Effekt von SGLT2
Inhibitoren (79). Dieser fuhrt zusatzlich zu einer reduzierten Vorlast und einer geringeren Volu-
menbelastung des Herzens und beeinflusst dadurch das Krankheitsbild der Herzinsuffizienz posi-
tiv (76, 79). Aufgrund einer SGLT2-Inhibition vermittelten Reduktion der arteriellen Steifigkeit
wird die Nachlast verringert (79-82).

Momentan laufen verschiedene klinische Studien, die die Wirkung von Empagliflozin bei Herzin-
suffizienz erforschen. Dabei werden in der EMPEROR-reduced und EMPEROR-preserved Studie,
Typ 2 Diabetiker und Nicht-Diabetiker ohne und mit erhaltener Ejektionsfraktion untersucht (83,
84). Bei EMPA-TROPISM wird die Wirkung von Empagliflozin auf Herzinsuffizienz bei Patien-
ten ohne eine Diabeteserkrankung erforscht (85).
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1.3.5 Der kardiale Wirkmechanismus von SGLT2 Inhibitoren

Die in der Empa-Reg-Outcome Studie beobachtete Reduktion der kardiovaskuldren Todesfalle
unter Empagliflozin-Gabe wirft Fragen nach dem exakten kardialen Wirkmechanismus von
SGLT2 Inhibitoren auf (75). Dabei stellt die Reduktion der VVor- und Nachlast nur teilweise einen
Erklarungsansatz dar (79). Momentan werden dazu verschiedene Hypothesen aufgestellt, wobei

der genaue Mechanismus noch Gegenstand aktueller Forschung ist (62, 86).

In Tierexperimenten konnten die kardioprotektiven Effekte von SGLT2 Inhibitoren unabhangig
vom Glucosestatus gezeigt werden (82, 87-90). Zusétzlich konnten in Modellen verschiedener
kardiovaskularer Erkrankungen die Wirkungen von SGLT2 Inhibitoren evaluiert werden. Bei-
spielsweise kam es bei Herzinsuffizienz mit erhaltener, wie auch reduzierter Ejektionsfraktion zu
einer Verbesserung der kardialen Pumpfunktion und zum Teil des Remodelings (81, 82, 87, 89).
Auch bei Myokardinfarkt- bzw. Ischdmie / Reperfusion-Verletzungs-Modellen konnte eine er-
hohte Uberlebensrate, eine verbesserte linksventrikulare Kontraktilitat und eine erhéhte korperli-
che Belastungstoleranz dargestellt werden (88, 90-92). Die InfarktgrofRe blieb jedoch unveréndert,
unabhangig von der Gabe von SGLT2-Inhibitoren (88, 91, 92). Die Studien widersprechen sich
jedoch darin, ob SGLT2 Inhibitoren vornehmlich eine diastolische oder systolische Wirkung ha-
ben (81, 82, 87, 89, 92).

In der histologischen Auswertung verschiedener Tiermodelle mit unterschiedlichen kardialen Er-
krankungen kam es zu widerspriichlichen Ergebnissen beziiglich der kardialen Fibrose nach Be-
handlung mit SGLT2 Inhibitoren. So konnte eine geringere Fibrose im Atrium und Ventrikel bzw.
in einzelnen Schichten dieser beobachtet werden, wéhrenddessen es teilweise auch zu keiner Ver-
anderung der interstitiellen Fibrose nach Empagliflozin-Gabe kam (93-95). Nach 6-monatiger Em-
pagliflozin Behandlung von Typ 2 Diabetikern konnte keine Verbesserung der kardialen Fibrose
im MRT dargestellt werden (96, 97).

Es konnte gezeigt werden, dass SGLT2 Inhibitoren die Produktion von Ketonkérpern in der Leber
fordern (98, 99). Ketonkdrper stellen dabei eine Art ,,super fuel” aufgrund ihrer hohen Stoffwech-
seleffizienz dar (100). Ob es zu einer vermehrten kardialen Verwendung von Ketonkorpern
kommt, ist jedoch weiterhin widerspriichlich. Bei diabetischen wie auch nicht-diabetischen Tieren
konnte nach Gabe von Empagliflozin ein erhéhtes Level an zirkulierenden Ketonkdrpern und eine

teilweise vermehrte Expression fur deren myokardiale Enzyme dokumentiert werden (89, 92, 101).
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Jedoch gab es auch Studien, bei denen keine bzw. nur teilweise eine Verédnderung der Ketonkorper
im Serum nachgewiesen werden konnte (102, 103). Die bei Empagliflozin-Gabe beobachtete ver-
mehrte kardiale ATP Produktion wurde durch einen Anstieg der Oxidation von Glucose und Fett-

séuren erklart — ohne erhohte Verwendung von Ketonkorpern (103, 104).

SGLT2 Inhibitoren beeinflussen die kardiale Kontraktilitat und pH Regulation. Inisolierten ventri-
kuldaren Kardiomyozyten konnte gezeigt werden, dass Empagliflozin die NHE1-Aktivitdt hemmt
(81, 105). Dies verursacht eine Senkung der Natrium- und Calciumkonzentration im Zytosol und
einem Anstieg des mitochondrialen Calciums, unabhangig vom extrazelluldaren Glucosegehalt
(105). Im Langendorff-Experiment wurde die NHE1 Aktivitat nicht nur von Empagliflozin, son-
dern auch Dapagliflozin und Canagliflozin gehemmt (106). Es kam jedoch nur bei Empagliflozin
und Canagliflozin zu einer koronaren Vasodilatation (106). Uthman et al. beschrieben dabei eine
hohe Bindungsaffinitat aller SGLT2 Inhibitoren im Bereich der extrazellularen Natrium-Bin-
dungsstelle von NHE1 (106).

In menschlichen Kardiomyozyten von Patienten mit Herzinsuffizienz konnte keine Veranderung
in dem diastolischen Calciumlevel oder der Amplitude des Calcium Transientes bei Empagliflozin
Behandlung nachgewiesen werden (81). Jedoch kam es in diesen Zellen zu einer Reduktion der
passiven Steifheit des Myofilaments durch den SGTL2 Inhibitor, die mit einer Erh6hung des Phos-
phorylierungsniveaus von Regulationsproteinen des Myofilament einherging (81).

Die in diabetischen Mé&usen gesehene Herunterregulation der Proteinexpression von SERCA 2a
und RyR2 konnte bei Empagliflozin-Gabe normalisiert werden (107). Auch kam es zu einem Er-
halt der Calcium Beladung der SERCA 2a wie auch des Calcium Transienten bei Applikation des
SGLT2 Inhibitors (107). Im Vergleich zur Kontrollgruppe gab es jedoch keine signifikanten Ver-
anderungen (107). Auch bei Empagliflozin behandelten Myokardinfarkten blieb die SERCA 2a

Proteinexpression im Tiermodell unbeeinflusst (95).
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1.4 Zielsetzung und These

Im Rahmen meiner Doktorarbeit wurde die Wirkung des SGLT2 Inhibitors, Empagliflozin, auf
das Herz erforscht. Ein spezifischer Fokus lag auf der kurzfristigen kardialen Wirkung von Em-
pagliflozin nach intravendser (iv.) Applikation und der Auswirkung der niedrig dosierten Behand-
lung in der Frihphase nach Myokardinfarkt. Die Experimente wurden an normoglykédmischen
Wistar Ratten durchgefiihrt, um die kardiale Wirkung unabhéngig von dem antidiabetischen Effekt
des Medikamentes darzustellen.

Die zentrale Fragestellung dieser Arbeit war: Welche kardiale Wirkung hat Empagliflozin? Dabei
ist von besonderer Bedeutung, ob ein kardialer Effekt auch bei einer niedrig dosierten Behandlung
beobachtet werden kann.

Eine weitere noch nicht geklarte Frage ist, wie genau der Wirkmechanismus von Empagliflozin
am Herzen funktioniert. Ein besonderes Augenmerk liegt hier auf den kardialen Pumpen und
Transportern, die eine kardioprotektive Eigenschaft erklaren kénnten. Insbesondere fur die friihe
Phase nach Myokardinfarkt ist noch nicht bekannt wie Empagliflozin die Proteolyse und Fibrolyse

und damit das Remodeling beeinflusst.
Die These dieser Doktorarbeit lautet wie folgt:

Die niedrig dosierte Behandlung mit Empagliflozin hat einen direkten kardialen, protektiven Ef-

fekt nach Myokardinfarkt und beeinflusst dabei die Himodynamik bei nicht-diabetischen Ratten.
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2 Methodik und Materialien

2.1 Materialien

2.1.1 Tierexperiment

2.1.1.1 Tiere und Tierhaltung

Tiere und Tierhaltung

Herkunft

Wistar Ratten

Harlan Winkelmann, Borchen, Deutschland

Sartorius CP4201

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

2.1.1.2 Echokardiographie

Equipment

Herkunft

Agquasonic 100 Ultrasound Trans-

mission Gel

Parker Laboratories Inc., New Jersey, U.S.A.

Favorita Il - Aesculap Scherma-

schinen

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Isoflurane Forene

AbbVie Deutschland GmbH & Co. KG, Ludwigsha-

fen, Deutschland

Parker Spectra 360 Elektrodengel

Parker Laboratories Inc., New Jersey, U.S.A.

Therma Sonic Gel Warmer

Parker Laboratories Inc., New Jersey, U.S.A.

Veet Haarentfernungscreme

Reckitt Benckiser Deutschland GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Vevo 3100 Imaging System mit ei-
nem MX 250 Schallkopf

FUJIFILM VisualSonics Inc., Toronto, Kanda

Vevo Anesthesia System

FUJIFILM VisualSonics Inc., Toronto, Kanda

Vevo Imaging Station

FUJIFILM VisualSonics Inc., Toronto, Kanda
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2.1.1.3 Myokardinfarkt-Induktion

Equipment

Herkunft

Ethibond 3.5 Ph (polyester)

Ethicon, Somerville, New Jersey, U.S.A.

Ethibond Excel 13mm (polyester)

Ethicon, Somerville, New Jersey, U.S.A.

Ketamin / Xylazin

Sigma Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Kleintier-Ventilator

Ideal Ventilator, Harvard Apparatus, Holliston, Mas-
sachusetts, U.S.A.

Nadelhalter (Mayo Hegar)

Fine Science Tools Inc., North Vancouver, Kanada

Pinzette (Graef Forceps)

Fine Science Tools Inc., North VVancouver, Kanada

Prolene 17mm (polypropylen)

Ethicon, Somerville, New Jersey, U.S.A.

Schere (Fine Scissors — Sharp)

Fine Science Tools Inc., North VVancouver, Kanada

Terylene USP 4/0

Serag Wiessner, Deutschland

2.1.1.4 Herzkatheter und Kontraktilitats-Modell

Equipment

Herkunft

ACCULAB VICON

Sartorius AG. Gottingen, Deutschland

Kanle 25G orange

ICU Medical Germany GmbH, Deutschland

Microlance 3 BD

Becton Dickinton, Spanien

Pinzette (Dumont)

Fine Science Tools Inc., North VVancouver, Kanada

PowerLab Modul 4/20

ADInstruments, Oxford, Grol3britannien

Samba-Katheter

Samba Sensors, Vastra Frolunda, Sweden

Schere (Vannas)

Fine Science Tools Inc., North VVancouver, Kanada

Syringe BD

Franlin Lakes, U.S.A.
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2.1.2 Labormaterialien

2.1.2.1 Western Blot und Immunhistologie

Chemikalie / Substanz Hersteller

Acryl- / Bisacrylamide Serva, Heidelberg, Deutschland

Ammoniumpersulfat Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Aceton J.T. Baker / Avantor, Center Valley, Pennsylvania, U.S.A.
BCA Bio-Rad Laboratories., Hercules, California, U.S.A.
Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Complete Mini (Proteinase Roche, Mannheim, Deutschland

inhibitor cocktail)

Dry milk powder Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol J.T. Baker, Avantor, Center Valley, Pennsylvania, U.S.A.

Ethylenediaminetetraacetic Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
acid (EDTA)

Formalin SAV Liquid Production GmbH, Flintsbach am Inn,
Deutschland

Glycerol Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Glycine Serva, Heidelberg, Deutschland

Hydrochloric acid 37% (HCI) | Merck, Darmstadt, Deutschland

Methanol Merck, Darmstadt, Deutschland

Nonidet P40 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Paraffin (Typ 9) Richard-Allan Scientific / Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, Massachusetts, U.S.A.

Sodium chloride (NaCl) Merck, Darmstadt, Deutschland

TEMED Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Tris-Base Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Tris-HCI Serva, Heidelberg, Deutschland

Tween 20 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
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Puffer / Losungen

Zusammensetzung

Blot-Puffer

Tris-Base 25 mM (pH 8,3), Glycin 192 mM, Methanol
20%, SDS 10%

Citratpuffer

Citronsdure Monohydrat (pH 6,0), destilliertes H.O

Probenpuffer (6x)

Tris-HCI 400 mM (pH 6,8), SDS 5%, Glycerol 20%,
Bromphenolblau 0,1%

Protein-Lyse-Puffer (RIPA)

Tris-HCI 50 mM (pH 7,4), NaCl 150 mM, EDTA 1 mM,
Nonidet P40 1%, Glycerol 15%, 1 Tablette Complete Mini

(Proteinaseinhibitor-Cocktail) auf 10ml

Sammelgel-Puffer

Tris-Base 0,5 M + HCI (pH 6,8), 10% SDS, Acrylamid —
bis (30%), Ammoniumpersulfat, TEMED

SDS-Elektrophorese-Puffer

Tris-Base 25 mM (pH 8,3), Glycin 192 mM, SDS (10%)

Trenngel -Puffer

Tris-Base 1,5 M + HCI (pH 8,8), SDS 10%, Acrylamid -
bis (30%) Ammoniumpersulfat (10%), TEMED, des-
tilliertes H.O

TTBS-Puffer

Tris-HCI 20 mM (pH 7,5), NaCl 140 mM, Tween 20 0,1%

Gerate

Hersteller

Amersham Hyperfilm™ ECL

GE Healthcare, United Kingdom

Biorevo Bz 9000 Fluores-
cence Microscope

KEYENCE GmbH, Neu-Isenburg, Deutschland

Curix 60

Agfa-Gevaert N.V., Mortsel, Belgien

Disposable pipettes

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Elektrophoresekammer

Armin Baack, Schwerin, Deutschland

Mini-PROTEAN 3

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, California, U.S.A.

MICROM EC 350, Tissue
Embedding Center

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts,
U.S.A.

MICROM HM 325, Rotati-

onsmikrotom

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts,
U.S.A.

Polyvinylidendifluorid
(PVDF)-Membranen

Millipore, Schwalbach, Deutschland
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2.1.2.2 Antikorper

Antikorper

Herkunft

Anti-Rabbit Immunoglobu-
lins / HRP

Dako Denmark A/S, Glostrup, Dédnemark

Anti-Rabbit Immunoglobu-

Dako Denmark A/S, Glostrup, Dédnemark

lins / Biotin

GAPDH Abcam, Hiddenhausen, Deutschland

IL-1B Santa Cruz Biotechnology Inc, Heidelberg, Deutschland
MLKL Millipore, Merk, Darmstadt, Deutschland

MMP9 Abcam, Hiddenhausen, Deutschland

NCX1 Marly, Swant, Schweiz

NBC1 Cohesion Bioscience, London, Vereinigtes Konigreich
NF«B Santa Cruz Biotechnology Inc, Heidelberg, Deutschland
NHE-1 Abbiotec, San Diego, U.S.A.

Serca 2a Dianova, Hamburg, Deutschland

Smad 2 Santa Cruz Biotechnology Inc, Heidelberg, Deutschland
TGF-beta 1 Santa Cruz Biotechnology Inc, Heidelberg, Deutschland
TIMP-1 Santa Cruz Biotechnology Inc, Heidelberg, Deutschland

2.1.2.3 Glucosebestimmung

Kit / Equipment

Hersteller

GOD FS Kit Diagnostic System GmbH, Holzheim, Deutschland
Microplate Absorbance Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, California, U.S.A.
Reader

96 Well Platte Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, California, U.S.A.
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2.1.3 Software

Software Herkunft

BZ Il Viewer KEYENCE GmbH, Neu-Isenburg, Deutschland

Chart 5 eDAQ Pty Ltd, Denistone East, Australien

Endnote Thomson Reuters

Image J Wayne Rasband, U. S. National Institutes of Health,
Maryland, USA

Prism 6 GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA

Pubmed US National Library of Medicine National, Institutes of

Health

Vevo LAB / Vevo Strain

FUJIFILM VisualSonics Inc., Toronto, Kanda

Word, Excel, Power Point 2016

Microsoft

2.2 Methodik

2.2.1 Tierantrag

Alle Experimente wurden mit der Genehmigung und gemaR den Auflagen und Richtlinien des
,Landesamtes fiir Gesundheit und Soziales* durchgefuhrt (Registriernummer G0128 / 17). Es

wurde nach den ,,Charité Animal Welfare Guidlines” gearbeitet.

2.2.2 Tiere und Tierhaltung

Fur die Experimente wurden normotensive, ménnliche Wistar Ratten (Harlan Winkelmann, Bor-
chen, Deutschland) verwendet. Die Tiere wurden in einer spezifisch pathogenfreien Barrieren ge-
wichtsbasiert zusammen in Kéafigen gehalten. Im Tierstall herrschten standardisierte Umgebungs-
bedingungen unter anderem ein 12 / 12 Stunden Tag- / Nachtzyklus, gleichbleibende Temperatur

und Luftfeuchtigkeit. Freier Zugang zu Wasser und Nahrung war das ganze Experiment iber ge-

geben.
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Wahrend des Zeitraums des Experimentes wurden alle Tiere regelméRig gewogen. Zum Zeitpunkt
der Lieferung der Tiere wogen sie ca. 100 Gramm und waren ungefédhr 6 Wochen alt. Bei Beginn
des Myokardinfarkt-Experimentes wogen die Tiere zwischen 170-230 Gramm. Bei einem Ge-
wichtsverlust von mehr als 20% ware es zum Abbruch des Experiments gekommen.

Die Tiere, denen Empagliflozin oder NaCl im Herzkatheter intravends appliziert wurde, wogen
zwischen 350-410 Gramm.

2.2.3 Experimentaufbau

Es erfolgten zwei getrennte Experimente.

Das ,,Myokardinfarkt-Modell* untersuchte echokardiographisch und per invasiver Blutdruckmes-
sung die Wirkung von Empagliflozin bei p.o. Gabe eine Woche nach Myokardinfarktinduktion.
Im ,,Kontraktilitats-Modell* wurden die akuten hdmodynamischen Auswirkungen nach iv. Appli-
kation von Empagliflozin wahrend einer Herzkatheter Untersuchung bei gesunden Kontrolltieren
beobachtet.

2.2.3.1 Myokardinfarkt-Modell

Die Versuchstiere wurden in folgende Gruppen unterteilt: mit Empagliflozin (1 mg / kg téglich
p.o.) (n = 8) oder Vehicle (0,9% NaCl taglich per os) (n = 6) behandelte Myokardinfarkt-Gruppe,
mit Vehicle (0,9% NaCl taglich per os) behandelte scheinoperierte Sham Kohorte (n = 7) und mit
Empagliflozin (1 mg / kg taglich per os) behandelte Sham Tiere (n = 7).

Zu Beginn wurde bei jedem Tier eine Baseline-Echokardiographie durchgeftihrt.

Am Tag darauf erfolgte die Induktion des Myokardinfarktes unter Aufsicht von PD Dr. med. Elena
Kaschina. Dabei wurde das Versuchstier mit Ketamin und Xylazin (80/12 mg/ml, 0,1 ml pro 100g
Kaorpergewicht interperitoneal; Sigma Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland) betdubt, intubiert
und mithilfe eines Kleintier-Ventilators (Ideal Ventilator, Harvard Apparatus, Holliston, Massa-
chusetts, U.S.A.) mit Raumluft (Volumen: 3 bis 3,5ml, Beatmungsfrequenz: 75 Zyklen pro Mi-
nute) beatmet. Der linke Brustkorb wurde mit einer lateralen Thorakotomie eréffnet, wobei mit

einer Pinzette der Interkostalraum zwischen der 4. und 5. Rippe stumpf freiprapariert und durch-
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stochen wurde. Die Aufdehnung des Interkostalraums ermdglichte eine freie Sicht auf das schla-
gende Herz. Im ndchsten Schritt wurde das Perikard entfernt, um das Herz durch einen gerichteten
Druck auf den Brustkorb auBerhalb der Brust zu fixieren. Daraufhin wurde mit einem Faden kurz
unterhalb des linken Herzohres eine Ligatur durchgefihrt, um so permanent den Blutfluss der lin-
ken deszendierenden Koronararterie zu unterbrechen. Das Herz konnte nun zuriick in den Brust-
korb geleitet und der Interkostalraum durch eine doppelte Naht verschlossen werden. Zuletzt wur-
den die Muskelschichten zurtick an ihren urspriinglichen Ort geschoben und die Haut vernaht (108,
109). Nach geglickter Extubation wurde das operierte Tier flr eine Nacht isoliert, bevor am da-
rauffolgenden Tag die Behandlung mit Empagliflozin (1mg / kg / Kérpergewicht auf 1ml Flussig-
keit) oder 0,9% NaCl (1ml / kg / Korpergewicht) p.o. begonnen wurde. Die Medikamentengabe
wurde téglich fir einen Zeitraum von sieben Tagen durchgefiihrt. Allgemein kam es wahrend der
Myokardinfarkt-Induktion zu einer Sterblichkeit von ca. 40%, wobei das grofite Problem Arrhyth-
mien darstellten.

Am sechsten Tag erfolgte eine finale Echokardiographie, bevor am siebten Tag die Ratten nach
einer invasiven Blutdruckmessung getotet wurden. Blut, Urin und Organe wurden daraufhin flr

die molekularbiologischen Untersuchungen entnommen.

Ein entscheidender Unterschied unseres Versuches im Vergleich zu anderen Studien war die Héhe
der Dosierung. Bei dem Herzinfarkt-Modell verabreichten wir 1mg Empagliflozin pro kg Kérper-
gewicht per Gavage, wohingegen die meisten anderen Studien an Ratten 20-30 mg pro kg Korper-
gewicht Uber verschiedene Applikationsformen gegeben haben (81, 92, 95, 110). Eine Ausnahme
stellte die Studie von Krasnova et al. dar, die ebenfalls mit 1mg Empagliflozin pro kg Kérperge-
wicht gearbeitet hat. Sie begriindeten dies damit, dass 1mg die geringste Dosis sei, die in Ratten
zu einer Glykosurie fiihrte (90).

In einer Vorstudie konnte in der Zellkultur gezeigt werden, dass 1uM bis 5uM Empagliflozin auf
Kardiomyozyten der Zelllinie H9C2 und Vascular Smooth Muscle Cells eine antiapoptotische
Wirkung hatte, wobei eine Dosierung tber 10pM proapototisch wirkte (Daten nicht gezeigt).

Empagliflozin 1 mg/kg p.o. taglich
Tag 0 1 2 3 4 5 6 7

Baseline Finales Herz-
Echo OP (MI) Echo Katheter

Abbildung 2: Protokoll des Myokardinfarkt-Modells
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2.2.3.2 Kontraktilitats-Modell

Beim Kontraktilitats-Modell wurde bei gesunden, unbehandelten Ratten mittels Samba-Katheters
der ventrikulare und arterielle Blutdruck ermittelt. Gleichzeitig wurde Uber die Vena femoralis ein
Zugang gelegt, Gber den intravends Empagliflozin (1 mg / kg / Koérpergewicht) (n = 7) oder NaCl
(0,9% 1ml / kg / Korpergewicht) (n = 5) gespritzt wurde.

Die ventrikuldren Druckveranderungen wurden (ber einen Zeitraum von 30 Minuten aufgezeich-

net. Im Anschluss erfolgte eine arterielle Blutdruckmessung in der Aorta.

linker Ventrikel

Herzkatheter

Aorta

Abbildung 3: Echokardiographie der Parasternale Langsachse, Herzkatheteruntersuchung
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2.2.4 Transthorakale Echokardiographie

2.2.4.1 Ablauf einer transthorakalen Echokardiographie

Zur Vorbereitung wurde das Tier in eine Kammer gesetzt, die daraufhin mit 5%igem-Isofluran
(AbbVie Deutschland GmbH & Co. KG, Ludwigshafen, Deutschland) geflutet wurde und so eine
initiale Betdubung ermdglichte. Um den andsthesierten Zustand des Tieres wéhrend der Echokar-
diographie aufrecht zu erhalten, wurde die Ratte tiber eine Nasenmaske mit einem Gemisch aus
0,8 ml/min Sauerstoff und 1,5-2,5% Isofluran per Vevo Anesthesia System (FUJIFILM Visual-
Sonics Inc., Toronto, Kanada) beatmet.

Der Tisch wurde auf 37° Grad erhitzt, um so die Kérpertemperatur aufrecht zu erhalten. Weiterhin
wurde wahrend der Echokardiographie ein EKG sowie die Herz- und Atemfrequenz abgeleitet.
Die Narkose wurde je nach Herzfrequenz angepasst, wobei der Zielbereich bei ca. 400 Schldgen
pro Minute lag.

Vor Beginn der Echokardiographie musste die Ratte im Thorax- und Oberbauchbereich rasiert und
danach mittels Veet-Creme (Reckitt Benckiser Deutschland GmbH, Heidelberg, Deutschland) ent-
haart werden. Nach Auftragen des angewarmten Ultraschallgels (Aquasonic 100, Parker Labora-
tories Inc., USA) und Einstellen des linear Schallkopfes MX250 in dem dazu verwendeten Stativ
(VisualSonics Inc., Toronto, Kanada) konnte mit der eigentlichen Akquirierung der Aufnahmen
begonnen werden. Es wurde hierzu das Vevo 3100 Imaging System (VisualSonics Inc., Toronto,
Kanada) verwendet.

Die erste Einstellung erfolgte in der parasternalen Léngsachse, bei dem der linke Ventrikel in sei-
nem maximalen Langenausmaf dargestellt wurde. Hierfiir wurde der Tisch um 30-45° Grad nach
links und leicht nach oben gekippt. Als Qualitatskriterium fur die Bilder galt hier die Einstellung
der Aortenklappe und der Herzspitze. Neben der B-Mode Darstellung wurde noch ein M-Mode
Bild im Bereich des maximalen L&ngs- und Querausmalfies gewonnen. An dieser Stelle wurde im
nachsten Schritt der Schallkopf um 90 Grad gedreht, um so die Kurzachse zu generieren. Hier
befand sich auf 3 und 6 Uhr die Papillarmuskeln. Auch in der Kurzachse wurden B-Mode und M-
Mode Bilder aufgenommen. Zuletzt wurde das Tier in die Trendelen-Burg Position gekippt und
der Schallkopf in einem spitzen Winkel zum Apex hin orientiert. Ziel war es, den Vier-Kammer-
Blick darzustellen, um aus diesem Blickwinkel heraus die Flussgeschwindigkeit durch die Mitral-

klappe mittels Puls-Wave-Doppler bestimmen zu kénnen (109, 111).
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2.2.4.2 Auswertung einer transthorakalen Echokardiographie

Die Auswertung der erhobenen Echokardiographie-Daten erfolgte mit dem Programm Vevo Lab
(FUJIFILM VisualSonics Inc., Toronto, Kanada). Wahrend der Echokardiographie wurden in je-
dem Modus mindestens drei Bilder aufgenommen. Fir jeden Modus wurde ein Bild ausgewertet,
wobei jeweils 3 Auswertungen erfolgten, aus denen ein Mittelwert gebildet wurde.

Aus dem B-Modus der Langsachse des Herzens wurde die Ejektionsfraktion mittels eines LV-
Traces bestimmt. Dabei wurden manuell die Endokardgrenzen in der maximalen Diastole und
Systole mittels Punkte markiert. Das Vevo Lab berechnete daraus unter anderem die Ejektions-
fraktion, das Fraktional Shortening, das Schlagvolumen und den Cardiac Output. Tiere mit einer

Ejektionsfraktion unter 35% sollten von dem Experiment ausgeschlossen werden (n = 0).

Im M-Mode wurde mit der Einstellung ,,LV Trace“ die Endo- und Epikardgrenzen manuell in drei
aufeinander folgende Herzzyklen markiert. Wichtig bei der Auswahl der Herzzyklen war, dass der
groitmogliche Querschnitt des linken Ventrikels getroffen wurde und die Ableitung genau mittig

erfolgte, um den maximalen endsystolischen und enddiastolischen Diameter zu erhalten.

Der Globale Longitudinal Strain beschreibt die Verformung des Myokards wéhrend einer Kon-
traktion in der Langsrichtung und besitzt einen héheren prognostischen Wert fur die Vorhersage
verschiedener kardialer Erkrankungen als die Ejektionsfraktion (112, 113). Er wurde aus der
Langsachse abgeleitet, indem die Endo- und Epikardgrenzen mittels VVevo Strain getraced wurden.

Die diastolische Funktion des Herzens wurde mittels der aus den 4 Kammerblicken erhaltenen
Dopplerableitungen bestimmt. Dabei wurde mit Hilfe des Puls-Wave-Dopplers die Flussge-
schwindigkeit Gber der Mitralklappe gemessen. Das entstehende klassische 2-gipflige Bild konnte
dann manuell mit Vevo Lab ausgewertet werden. Hier wurde die friihe diastolische Flllungsphase
bzw. E-Welle und die spate diastolische Flllungsphase bzw. A-Welle ausgemessen (114). Weiter-
hin wurde noch die isovolumetrische Relaxations- und Kontraktionszeit bestimmt, die jedoch zur

Bewertung der Parameter in Bezug zur Herzfrequenz gesetzt werden musste.
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Septale Ventrikelwand

rechtsventrikularer Aus-
flusstrakt

Aortenwurzel mit Aorten-
klappe

Linker Ventrikel

Posteriore Ventrikelwand

Abbildung 4: Echokardiographie der parasternalen Langsachse, LV Tracing

Abbildung 5: M-Mode der parasternalen Kurzachse
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E-Wave

A-Wave

Isovolamische Kontrakti-
onszeit (IVCT)

Isovolamische Relaxati-
onszeit (IVRT)

Abbildung 6: 4 Kammerblick, Messung der Flussgeschwindigkeit ber der Mitralklappe mittels
Puls-Wave-Doppler

Abbildung 7: Vevo Strain, Erhebung des Global Longitudinal Strain aus der parasternalen Langs-
achse
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2.2.5 Invasive Blutdruckmessung

2.2.5.1 Ablauf der invasiven Blutdruckmessung

Fur die Erhebung der invasive Blutdruckmessung wurde ein faseroptischer Samba-Katheter
(Samba Sensors, Véstra Frolunda, Sweden) verwendet, der Uber ein PowerLab 4/20 Modul (ADIn-
struments, Oxford, GroRbritannien) mit einem Computer verbunden wurde. Zur Aufnahme und
spater auch Auswertung der Daten wurde die ,,Chart 5* Software (ADInstruments, Oxford, GroR-
britannien) benutzt. Vor Einsatz des Samba-Katheters musste ein 0 Abgleich in einer mit Wasser
geflllten Spritze vorgenommen werden.

Das ganze Experiment wurde unter einer 3%igen Isofluran-Narkose durchgefiihrt. Die Tiere wur-
den mit Metamizol analgesiert (i.p. 50mg/kg). Die Einleitung und Aufrechterhaltung der Narkose
lief wie bei der transthorakadialen Echokardiographie ab.

Die invasive Blutdruckmessung wurde unter Superversion von PD Dr. med. Elena Kaschina
durchgefuhrt. Zu Beginn der Operation wurde im Halsbereich der Ratte ein Langsschnitt eroffnet.
Daraufhin wurden rechtsseitig stumpf Muskelschichten geldst und sich vorsichtig bis zum Errei-
chen eines groRen GeféaRblindels voroperiert. Bei dem Geféal3biindel handelte es sich um die Arteria
carotis communis, die Vena jugularis interna und den Nervus vagus, welche im ndchsten Schritt
voneinander getrennt werden mussten.

War eine Trennung gelungen, so wurde unter die Arteria carotis eine Pinzette gelegt, um eine
leichte Spannung aufzubauen und drei F&den um die Arterie zu legen. Einer der Faden verschloss
das Gefall im oberen Halsbereich. Die anderen F&den lagen mit einer lockeren Schleife im unteren
Bereich des OP-Feldes um das GefaR. Sollte es zu unvorhergesehenen Blutungen kommen, konnte

dieses so schnell geschlossen werden.

Mithilfe einer Mikroschere wurde die Arteria carotis erdffnet, ohne diese jedoch komplett durch-
zuschneiden. Nun wurde der Katheter mittels einer Mikropinzette in das GefaR eingeftihrt und
langsam vorgeschoben, bis es zu einer stabilen ersten Blutdruckmessung innerhalb der Aorta kam,
die als Ausgangswert diente.

War dies geschehen, wurde der Katheter weiter bis vor die Aortenklappe bewegt, wobei es teil-
weise schwierig war, diese zu passieren. Befand man sich im Ventrikel, so kam es zu einer Ver-
anderung der Blutdruckkurve, wobei Artefakte, die durch die Berlihrung der Katheterspitze an der

Ventrikelwand entstanden, vermieden werden mussten (108, 109, 111).
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Bei dem Myokardinfarkt-Modell wurde nach Aufnahme der arteriellen und ventrikularen Blut-
druckdaten das Experiment beendet und das Tier mittels Herzstich entblutet. Es erfolgte im An-

schluss die Organ-, Blut- und Urinentnahme.

Bei dem Kontraktilitats-Modell wurde zusatzlich vor dem Einflihren des Samba-Katheters am
Hinterbein des Tieres die Vena femoralis freiprépariert und mit einem durchgespiilten Butterfly
vorsichtig ein Zugang gelegt. Nun erfolgte, wie oben beschrieben, die Anlage des Samba-Kathe-
ters. In dem Moment, in dem sich der Katheter im Ventrikel befand, wurde tber den vendsen
Zugang entweder Empagliflozin (1 mg/ kg / Kérpergewicht) oder in der Vergleichsgruppe 0,9%i-
ges NaCl basierend auf dem Korpergewicht (0,1ml pro 100g/ Koérpergewicht) gespritzt. Der
Samba-Katheter verblieb danach noch 30 Minuten im Ventrikel des Tieres und zeichnete die héa-
modynamischen Veranderungen auf. Danach wurde der Katheter in die Aorta zurtickgezogen, um

dort noch einmal den arteriellen Blutdruck zu erheben, bevor das Experiment endete (109).

Samba-Katheter

rechte Arteria carotis

Abbildung 8: Operationsfeld bei der Herzkatheteruntersuchung
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2.2.5.2 Auswertung der invasiven Blutdruckmessung

Zur Auswertung der Daten wurde das Programm ,,Chart 5 (ADInstruments, Oxford, GroRbritan-
nien) verwendet. Es wurden alle Blutdruckamplituden, die sich innerhalb von mindestens 3 Atem-

zyklen befanden, genutzt.

Die Analyse der Stiffness-Parameter erfolgte durch manuelle Bestimmung der arteriellen Werte.
Es wurden jeweils drei aufeinanderfolgende Blutdruckamplituden ausgewertet. Dabei wurden die
folgenden Parameter bestimmt:

Die hdchste Spitze innerhalb der Blutdruckwelle stellt bei gesunden jungen Patienten den systoli-
schen Peak Druck dar (P2), wéhrend der tiefste Punkt innerhalb der Kurve der diastolischen Peak
Druck (Tf) ist (115). Der Punkt, an dem sich die einfallende Druckwelle und die von den GefaRRen
reflektierte Druckwelle treffen, heif3t ,,Incident“-Point (P1) und ist von der Gefélielastizitat abhan-
gig (115). Die Zeit bis zum Erreichen des Incident Point wird Incident Time (IT) oder ,, Time to
reflection” genannt. Der diastolische minimale Druck wird als Tf bezeichnet. Der Puls Druck (PP)
stellt die Differenz zwischen dem diastolischen und systolischen Peak Druck da, wéhrend sich der
Augmentation Druck (AP) aus der Differenz zwischen systolischem Druck und dem Incident Point
berechnet (115). Weiterhin beschreibt der Augmentation-Index, das Verhaltnis zwischen dem
Augmentation Druck zu dem Puls Druck (109, 115).

PP Differenz zwischen P2 und Tf
AP Differenz zwischen P2 und P1
Stiffness Index (AP/PP):100

P2
P1

iAP 1 PP

IT

Abbildung 9: Blutdruckkurve in der Aorta, Stiffness-Parameter
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2.2.6 Molekular biologische Methoden

Die molekular biologischen Daten wurden in Kooperation mit Manuela Sommerfeld erhoben.

2.2.6.1 Western Blot

Die Gewebe wurden direkt nach dem Tod der Versuchstiere mit flissigem Stickstoff eingefroren
und bei -82 Grad gelagert. Nach einem Auftauprozess wurden die Proteine aus dem linken Ventri-
kel extrahiert. Hierfur wurde der Homogenisierungspuffer, RIPA, verwendet und im Anschluss
die Zellen lysiert. Der nach Zentrifugieren gewonnene Uberstand wurde daraufhin mittels BCA
(Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, California, U.S.A.) auf seine Proteinkonzentration unter-
sucht. Je nach Proteinkonzentration der einzelnen Proben mussten diese noch mit RIPA-Puffer

verdunnt werden, um eine gleichmaRige Konzentration in allen Proben zu gewéhrleisten.

Fur die Western Blot Gele wurden 10% Trenngel verwendet und die Proteine bei 120 V Uber eine
Stunde aufgetrennt. Pro Gel wurden jeweils 3 Tiere aus jeder Kohorte dargestellt. Die Ubertragung
der Proteinbanden von dem Western Blot Gel auf die Amersham Hybond PVDF Membran (GE
Healthcare, Chicago, Illinois, U.S.A.) geschah im Mini-PROTEAN 3 (Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules, California, U.S.A.) bei 100 V und einer Stunde Laufzeit. Die Membranen wurden da-
raufhin mit Milchpulver geblockt und mit einem primaren Antikorper Uber Nacht bei 4 Grad in-
kubiert. Folgende primaren Antikérper wurden verwendet: NCX1, NBC1, NHE1, SERCAZ2a,
MMP-9, TIMP-1, TGF-f1, Smad2, MLKL und Glyceraldehyde-3-phosphate Dehydrogenase
(GAPDH).

Im letzten Schritt wurden die sekundaren Antikorper (Anti-Rabbit Immunoglobulins / HRP, Dako
Denmark A/S, Glostrup, Ddnemark) dazugegeben und der Western Blot mit einer CURIX 60 Ent-
wicklungsmaschine (Agfa-Gevaert N.V., Mortsel, Belgien) abgelichtet. Als Hauskeeper diente die
Proteinexpression der GAPDH (Abcam, Hiddenhausen, Deutschland). Die immunreaktiven Ban-
den wurden mittels ImageJ Software (Wayne Rasband, U. S. National Institutes of Health, Ma-

ryland, USA) ausgewertet und zur genauen Proteinbestimmung im Verhaltnis zu GAPDH gesetzt.
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2.2.6.2 Immunhistologie

Zum Vorbereiten der histologischen Schnitte wurden die entnommenen Herze in Paraffin einge-
bettet. Das Gewebe wurde daflr in Formalin eingelegt und daraufhin in einer aufsteigenden Etha-
nol Reihe entwdssert. Zum Fixieren wurde Aceton verwendet und im néchsten Schritt der linke
Ventrikel in Paraffin (Richard-Allan Scientific / Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massa-
chusetts, U.S.A) eingebettet. Die Paraffinblécke wurden nun mit Hilfe eines Rotationsmikrotoms
(MICROM HM 325, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, U.S.A.) geschnitten
(5um) und auf Glastriger gelegt.

Fur die Immunhistologie mussten die Schnitte nun entparaffinisiert werden, indem sie in einer
absteigenden Ethanol Reihe geldst wurden. Danach musste das Gewebe mittels eines Citratpuffers,
einer H.O2-Methanol-L6ésung und einem Blocking Serum behandelt werden, bevor der erste An-
tikorper auf den Schnitt gegeben werden konnte. Zur Kontrolle inkubierte man zusétzlich einen
Schnitt, der lediglich mit PBS behandelt worden war. Nach mehrfachem Waschen erfolgte die
Inkubation mit dem zweiten Antikorper (Anti-Rabbit Immunoglobulins / Biotin, Dako Denmark
AJS, Glostrup, Danemark). In der Immunhistologie wurden vor allem die Expression von MMP9
(Abcam, Hiddenhausen, Deutschland) und NHE 1 (Abbiotec, San Diego, U.S.A.) im Myokard des
linken Ventrikels untersucht. Die Auswertung erfolgte mittels eines Biorevo Bz 9000 Fluorescence
Mikroskops (KEYENCE GmbH, Neu-Isenburg, Deutschland) (109, 111).

2.2.6.3 Glucosebestimmung im Serum und im Urin

Nach Ende des Myokardinfarkt-Experimentes wurde die Harnblase punktiert und der Urin aufge-
fangen. Das Blut der Versuchstiere wurde in Heparin-Monovetten gesammelt, tiber Nacht gekihlt
stehen gelassen und am Tag darauf das Plasma abpipettiert. Der Urin und das Plasma wurden bei
-82 Grad gelagert.

Die Bestimmung der Glucosekonzentration erfolgte mit Hilfe des GOD FS Kits (Diagnostic Sys-
tem GmbH, Holzheim, Deutschland). Dabei wurden die Serum- bzw. Urinproben nach Angaben
des Herstellers aufgearbeitet, in eine 96 Well Platte (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, Califor-
nia, U.S.A.) umgefullt und photometrisch (Microplate Absorbance Reader, Bio-Rad Laboratories

Inc., Hercules, California, U.S.A.) untersucht.
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2.2.7 Statistische Analyse

Die statische Auswertung erfolgte mit Hilfe von GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., La
Jolla, Califonien, USA). Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert und Standartabweichung (mean +
SD) dargestellt. Eine Signifikanz lag bei einem p-Wert von <0.05 vor.

Mehrere Kohorten wurden untereinander mit einem two-way Analysis of VVariance (ANOVA) Test
und einer Bonferroni-Korrektur verglichen. Zum Vergleich von zwei Gruppen wurden unpaarige

two tailed t-Tests verwendet.
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3 Ergebnisse
3.1 Hamodynamische Evaluation eine Woche nach Myokardinfarkt

3.1.1 Echokardiographische Evaluation der kardialen Leistung

Vergleicht man die Sham-operierten Tiere mit der Myokardinfarkt Kohorte féllt eine signifikante
Reduktion des Global Longitudinal Strains (M1 -16,64 £1,61% vs Sham -24,07 £ 2,82%, p < 0,01)
und eine Verringerung der Ejektionsfraktion (M1 53,02 £ 2,72% vs Sham 59,85 + 7,26%) auf.
Ebenfalls kam es zu einer tendenziellen Verlangerung der isovoldmischen Relaxationszeit (Ml
0,05715 £ 0,00841mml/s vs Sham 0,05120 £ 0,00743mm/s), wéhrend die isolovdmische Kontrak-
tionszeit (M1 0,04616 + 0,00893mm/s vs Sham 0,04754 = 0,01319mm/s) und der E/A Ratio (Ml
1,84 + 0,31 vs Sham 1,71 + 0,24) unverandert blieben.

Die mit Empagliflozin behandelte Kohorte hatte 6 Tage nach Myokardinfarkt-Induktion eine er-
haltene Global Longitudinal Strain (M1 + Empa -20,99 + 3,21% vs Ml -16,64 = 1,61%, p < 0,05),
wahrend die Ejektionsfraktion nur tendenzielle verbessert war (MI+ Empa 58,07 £ 5,11% vs Ml
53,02 + 2,72%). Insgesamt kam es weiterhin zu keinen signifikanten Unterschieden zwischen den
mit Empagliflozin behandelten und unbehandelten Myokardinfarkttieren. Neben den systolischen
Parametern, gab es bei erhaltenem E/A Ratio (MI + Empa 1,69 £ 0,25 vs Ml 1,84 + 0,31) und
normaler isovoldmischen Relaxationszeit (M1l + Empa 0,04585 + 0,00810mm/s vs MI 0,05715 +

0,00841mm/s), kein Anzeichen fir eine diastolische Dysfunktion.

In der mit Empagliflozin behandelte Sham Gruppe zeigte sich im Gegensatz zu den Vehicle Tieren
eine signifikante Erhohung des Schlagvolumens (Sham 209,51 + 22,77uL vs Sham + Empa 274,78
+27,57uL, p <0,01), des Cardiac Outputs (Sham 86,48 + 10,16 mL/min vs Sham + Empa 105,82
+ 7,9mL/min, p < 0,05) und des Fractional Shortening (Sham 16,01 £ 3,54% vs Sham + Empa
21,21 + 1,58%, p < 0,05). All diese Parameter stehen fur eine erhohte systolische Kontraktilitat.
Es konnte jedoch auch in dieser Gruppe keiner Anderung der diastolischen Funktion gezeigt wer-

den.

Die aus dem M-Mode entnommene Herzrate zeigte keine Unterschiede zwischen den Gruppen.

36



400
300
= 200

100+

Grafik 1: Echokardiographische Parameter 7 Tage nach Myokardinfarkt

Sham Sham + Empa MlI MI + Empa
Herzrate (bpm) |412,97 £ 21,43 386,04 + 13,58 400,50 + 19,08 426,25 + 33,90
EF (%) 59,85 + 7,26 61,58 + 4,52 53,02+ 2,72 58,07 £5,11
GLS (%) -24,07 £ 2,82 -23,49+2,21 -16,64 + 1,611t |-20,99 + 3,21*
FS (%) 16,01 + 3,54 21,21 £1,58t 15,25 + 4,42 18,12 + 3,24
SV (uL) 209,51 £ 22,77 274,78 + 27,571t |216,38 + 30,23 211,74 £ 31,55
CO (ml/min) 86,48 £ 10,16 105,82 £ 7,94t 86,77 + 13,26 90,57 + 15,98
LVIDd (mm) 6,59 + 0,33 7,25+0,18 6,94 + 0,55 6,92 £ 0,57
LVIDs (mm) 3,77 +0,58 3,84 £ 0,64 3,63+ 0,67 3,71£0,94
E/A Ratio 1,71+£0,24 1,58 £0,14 1,84 £0,31 1,69 + 0,25
IVRT (mm/s) 0,05120 + 0,00743 | 0,05123 £ 0,00508 | 0,05715 + 0,00841 |0,04585 + 0,00810
IVCT (mm/s) 0,04754 + 0,01319 |0,04417 + 0,01057 | 0,04616 + 0,00893 | 0,03804 + 0,00965
Tabelle 1: Echokardiographische Auswertung 7 Tage nach Myokardinfarkt
*p <0,05vs MI, t p<0,05vs Sham, t1 p < 0,01 vs Sham, 11 p < 0,001 vs Sham
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Ejektionsfraktion (EF), Global Longitudinal Strain (GLS), Fractional Shortening (FS),
Schlagvolumen (SV), Cardiac Output (CO), E/A Ratio
*p<0,05vs MI, t p <0,05vs Sham, t1 p < 0,01 vs Sham, Ttf p < 0,001 vs Sham

37



3.1.2 Auswertung der Herzkatheter-Messung und Bestimmung der Gefaf3elastizitat nach
Myokardinfarkt

7 Tage nach Myokardinfarkt kam es im Herzkatheter zu einem Anstieg des minimalen intraventri-
kuldren Drucks (Ml 2,55 £ 5,83mmHg vs Sham -0,453 * 4,23mmHg) und einem leichten Abfall
des intraventrikuléren systolischen Drucks (M1 77,30 £+ 8,09mmHg vs Sham 85,81 + 8,81mmHg).
Auch der max dp/dt (M1 4933,88 + 1496,27mmHg/s vs Sham 5880,48 + 1573,00mmHg/s), der
min dp/dt (MI -4907 £ 1581mmHg/s vs Sham -5247 + 1032 mmHg/s) und der enddiastolische
Druck (MI 11,52 + 4,77mmHg vs Sham 9,28 + 4,21mmHg) war nach Myokardinfarkt leicht ein-
geschrénkt. Eine Behandlung mit Empagliflozin hatte jedoch weder in der Myokardinfarkt-Ko-
horte noch in der behandelten Sham-Gruppe Auswirkungen auf diese Parameter.

Eine Woche nach Empagliflozin-Gabe zeigten sich kaum Veranderung innerhalb der Gefalelasti-
zitat. Wéhrend der Messung innerhalb der Aorta fielen ein verringerter Pulse Pressure zwischen
den Myokardinfarkttieren und der Sham Kohorte auf (M1 29,2 + 4,47mmHg vs Sham 36,0
3,55mmHg, p < 0,05). Die Vehicle behandelte Sham Kohorte hatte im Vergleich zu den Em-
pagliflozin behandelten Sham- und Myokardinfarkt Tieren eine verléangerte ,, Time to reflection”
(Sham 0,0213 £ 0,0023s vs Sham + Empa 0,016 + 0,001s, p < 0,05). Der systolische maximale
Druck war bei den mit Empagliflozin behandelten Myokardinfarkt Tieren im Vergleich zu der
Vehicle behandelten Myokardinfarkt Gruppe unveréndert, wobei der diastolische minimale Druck
bei Empagliflozin-Gabe tendenziell leicht erhdht (M1 + Empa 58,89 + 14,69 mmHg vs Ml 47,07

+ 6,80mmHg), jedoch nicht signifikant verédndert war. Der Augmentation Index blieb unbeein-

flusst.
Sham Sham + Empa Ml MI + Empa

Herzrate (bmp) 330,49 +12,01 340,20 +26,32 |360,37 +11,43 |337,92+9,86
max Pressure (mmHg) |85,81 + 8,81 83,06 £ 7,92 77,30 £ 8,09 78,51 + 7,89
min Pressure (mmHg) |-0,453 + 4,23 -0,937 + 2,63 2,55+5,83 3,07+7,35
EDP (mmHg) 9,28+4,21 5,36 + 3,47 11,52 £ 4,77 11,99 £ 6,70
max dP/dt (mmHg/s) |5880 + 1573 5992 + 942 4934 + 1496 4877 £ 758
min dP/dt (mmHg/s) -5247 + 1032 -5801 £+ 599 -4907 + 1581 -4741 + 860
TAU (s) 0,0148 £ 0,0047 |0,0133 +0,0025 |0,0117 +0,0038 |0,0139 £ 0,0014

Tabelle 2: Auswertung der intrakardialen Driicke 7 Tage nach Myokardinfarktinduktion

maximaler intrakardialer Druck (max Pressure), minimaler intrakaridaler Druck (min Pressure),
Enddiastolischer Druck (EDP), Maximum der intraventrikuldren Druckanstiegsgeschwindigkeit
(max dp/dt), Minimum der intraventrikularen Druckanstiegsgeschwindigkeit (min dp/dt), Zeitkon-

stante der aktiven Relaxation (TAU)
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Grafik 2: Stiffness-Parameter 7 Tage nach Myokardinfarkt
t p < 0,05 vs Sham
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3.2 Akute hamodynamische Reaktion bei iv-Applikation von Empagliflozin

3.2.1 Ventrikulare Messung der Dricke im Herzen nach Empagliflozin-Gabe

Eine halbe Stunde nach iv-Applikation von Empagliflozin kam es im linken Ventrikel zu einem
signifikanten Anstieg des maximalen intrakardialen Drucks (30min Empa 110,20 + 14,11mmHg
vs 30min NaCl 86,14 + 15,84mmHg, p < 0,05) und des mittleren intrakardialen Drucks (30min
Empa 53,79 = 12,45mmHg vs 30min NaCl 35,96 + 10,62mmHg, p < 0,05) im Vergleich zur NaCl-
Kontrollgruppe. Es gab keine Unterschiede bei den vor NaCl bzw. Empagliflozin-Applikation ge-
messenen intraventrikuldr Ausgangswerten (Omin).

Weiterhin stieg in der Empagliflozin-Gruppe das Maximum der intraventrikul&ren Druckanstiegs-
geschwindigkeit, max dP/dt (Omin Empa 5685,57 + 1444,27mmHg/s vs 30min Empa 8445,968 +
1964,483mmHg/s, p < 0,01), und die Zeitkonstante der aktiven Relaxation, Tau (Omin Empa
0,01056 £ 0,00289s vs 30min Empa 0,01549 + 0,00311s, p < 0,01), vom Ausgangswert zu 30

Minuten nach Gabe signifikant an.

Die fur die diastolische Funktion entscheidenden Parameter veranderten sich nur geringfugig. Da-
bei sank das Minimum der intraventrikularen Druckanstiegsgeschwindigkeit, min dp/dt (Omin
Empa -5608,33 £ 1002,59 mmHg/s vs 30min Empa -6655,27 + 1956,73mmHg/s), eher ab, im
Gegensatz dazu stieg der enddiastolische Druck (Omin Empa 9,93 * 6,26mmHg vs 30min Empa
14,99 £ 8,37mmHg) und der minimale intrakardialer Druck (Omin Empa 3,34 + 6,32mmHg vs
30min Empa 7,39 + 7,47mmHg) innerhalb der 30 Minuten tendenziell an.

Bei mit NaCl behandelten Ratten kam es zu keinen Veranderungen der intrakardialen Werte. Auch
gab es in keiner der Gruppen Veranderung in der Systolen- oder Diastolen Lange. Die Herzrate
fiel in beiden Gruppen tber den Zeitraum von 30 Minuten leicht ab (Omin Empa 330 + 28bpm vs
30min Empa 321 £ 26bpm; Omin NaCl 347 £+ 51bpm vs 30min NaCl 329 + 40bpm).

Insgesamt zeigte sich ein akuter inotroper Effekt von Empagliflozin bei gesunden Versuchstieren,

der mit einem Anstieg der intrakardialen Driicke einherging. Es konnte jedoch keine signifikante
Auswirkung auf die diastolische Herzfunktion beobachtet werden.
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Grafik 3: Intrakardiale Druckmessung nach Applikation von Empagliflozin ® oder NaCl m

maximaler intrakardialer Druck (max Pressure), minimaler intrakardialer Druck (min Pressure),
Maximum der intraventrikularen Druckanstiegsgeschwindigkeit (max dp/dt), mittleren intrakar-
dialen Druck (Mean Pressure), Zeitkonstante der aktiven Relaxation (TAU), Enddiastolischen
Druck (EDP)

*p <0,05 Empa 30 min vs. NaCl 30min, # p < 0.05 Empa 30min vs 15 min Empa, ## p < 0,01
Empa 30min vs 15min Empa, § p < 0,05 Empa 15min vs Omin Empa, 8§ p < 0,01 Empa 30min vs
Omin Empa, 888 p < 0,001 15min Empa vs Omin Empa, 888§ p < 0,0001 30min Empa vs Omin
Empa
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Abbildung 10: Intraaortale und ventrikulare Driicke nach iv-Applikation von Empagliflozin
(Empa) oder NaCl im Herzkatheter

3.2.2 Messung der Druckdifferenzen in der Aorta und Evaluation der GeféaRelastizitat

nach Empagliflozin-Gabe

Beim Vergleich der Druckverhaltnisse und Pulswellen in der Aorta vor Empagliflozin- bzw. NaCl-
Gabe und 35 Minuten nach Applikation, kam es zu einer Erhthung des Pulse Pressures (Omin
Empa 31,87 + 3,17mmHg vs 35min Empa 43,33 + 6,19mmHg, p < 0,01; Omin NaCl 30,07 +
4,70mmHg vs 35min NaCl 39,53 + 6,90mmHg, p < 0,05) in beiden Gruppen. Der Anstieg war
jedoch starker in der Empagliflozin Gruppe ausgeprégt.

Die Erhohung des Pulse Pressures kam vor allem durch einen Anstieg des systolischen Blutdrucks
zustande, der jedoch nicht signifikant verandert war (Omin Empa 91,80 + 13,97mmHg vs 35min
Empa 108,13 £+ 10,03mmHg, Omin NaCl 82,47 + 14,97mmHg vs 35min NaCl 91,00 +
19,01mmHg).

Der erhohte systolische Druck erklart aufRerdem den signifikanten Anstieg des Augmentation
Drucks (AP) bei Empagliflozin-Gabe im Vergleich zu NaCl nach 35 Minuten (35min Empa 6,93
+ 2,48mmHg vs 35min NaCl 4,13 £ 0,96, p < 0,05). Dieser hatte keine statistisch relevanten Aus-
wirkungen auf den Augmentation Index (35min Empa 16,68 + 7,56% vs 35min NaCl 10,88 +
3,55%).
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Der diastolische Druck blieb bei NaCl-, wie auch bei Empagliflozin-Applikation unveréndert
(35min Empa 64,80 = 13,17mmHg vs 35min NaCl 51,47 + 22,80mmHg).

Zusammenfassend deuten diese Parameter daraufhin, dass die akute Gabe von Empagliflozin zu
keiner Einschrankung der Gefalelastizitat fuhrt. Es kommt jedoch zu einem leichten, wenn auch
nicht signifikanten Anstieg des systolischen Blutdrucks und damit des Pulse Pressures, der etwas

starker nach Empagliflozin-Gabe ausgeprégt ist, jedoch auch nach NaCl Applikation auftritt.
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Grafik 4: Stiffness-Parameter 35 min nach iv-Applikation von Empagliflozin oder NaCl
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3.3 Gewichtsverlust bei mit Empagliflozin behandelten Tieren

Am Tag 1 konnte eine geringfugige Differenz zwischen den unterschiedlichen Kohorten gesehen
werden. Dabei wogen die mit Empagliflozin behandelten Gruppen eher weniger als die Sham-
Tiere (Sham + Empa 219,33 £ 11,02g vs Sham 263 + 23,64q, p < 0,05). Im Verlauf des Experi-
mentes kam es zu einer geringen Gewichtszunahme bei mit Empagliflozin behandelten Myokard-
infarkt-Tieren im Vergleich zu den Vehicle behandelten Myokardinfarkt Tieren (Ml + Empa 12 +
9,91g vs MI 32 = 13,629, p < 0,01). Bei der mit Empagliflozin behandelten Sham Gruppe kam es
zu keinem Gewichtsverlust — jedoch konnte auch in dieser Kohorte eine nicht signifikante, gerin-
gere Gewichtszunahme im Vergleich zu der VVehicle behandelten Sham Gruppe beobachtet werden
(Sham + Empa 40,57 £ 9,40g vs Sham 53,14 + 5,180).

Der Herz-Gewicht-Index war bei den mit Empagliflozin behandelten Myokardinfarkt Tiere ver-
glichen mit den Vehicle behandelten Myokardinfarkt Tieren erhéht (M1 + Empa 3,51 £ 0,199 vs
MI 3,07 £ 0,329, p < 0,05). Dies lasst sich durch das geringere Gewicht am Tag des Herzkatheters
erklaren (MI + Empa 242,13 £+ 19,269 vs M1 284,83 + 17,22¢g, p < 0,01).

Es kam zu keinem Unterschied des Herzgewichtes zwischen den Gruppen.

Bei dem Kontraktilitdt-Modell gab es zwischen den Gruppen keinerlei Unterschiede beim Ge-

wicht, dem Herzgewicht oder dem Herz-Gewicht-Index.
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Grafik 5: Gewichtsentwicklung 7 Tage nach Myokardinfarkt
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3.4 Glucose-Konzentration im Serum und Urin bei Empagliflozin-Behandlung

Innerhalb der verschiedenen Kohorten kam es zu keinem signifikanten Unterschied innerhalb der
Serumglucose-Konzentration. Die tendenziell etwas erhdhte Uringlucose innerhalb der mit Em-
pagliflozin behandelten Gruppen erklart sich durch den antidiabetischen Effekt von SGLT2 Inhi-

bitoren, wobei es zu einer vermehrten Glucoseausscheidung tber den Urin kommt (61, 63, 79).
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Grafik 6: Glucosekonzentration im Serum und Urin 7 Tage nach Myokardinfarkt
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3.5 Western Blot und Immunhistologie

3.5.1 Regulation der kardialen Pumpen und Transporter

Bei Empagliflozin-Gabe nach Myokardinfarkt kam es im Vergleich zu den Vehicle behandelten
Myokardinfarkt Tieren zu einer Hochregulation der SERCA 2a Expression (MI + Empa 0,423 +
0,035 vs M1 0,25 + 0,09, p < 0,05) im linken Ventrikel. Im Rahmen des Kontraktilitats-Modells
kam es im Gewebe des linken Ventrikels nach Empagliflozin-Gabe zu einer 1,2 fachen Hochre-
gulation von SERCAZ2a im Vergleich zu der mit NaCl behandelten Kohorte (Daten nicht gezeigt).
Die NCX1 Expression blieb nach Empagliflozin-Gabe unbeeinflusst. Beide Transporter beeinflus-
sen Uber die Regulation der intrazelluldren Calciumkonzentration die Kontraktilitdt von Kardio-
myozyten (33, 34). Bei den fur die pH Regulation verantwortlichen Transportern kam es zu einer
Herrunterregulation von NHE1 (Ml + Empa 0,203 £ 0,060 vs M1 0,403 £ 0,081, p < 0,05) und
kontroversen Ergebnissen der Proteinexpression von NBC. Die Herrunterregulation von NHE1
konnte bei Empagliflozin-Gabe auch bei Sham Tieren im Vergleich zu der Vehicle behandelten
Sham-Kohorte gesehen werden (Sham + Empa 0,367 £ 0,0416 vs Sham 0,507 £ 0,072, p < 0,05).
Bei der Darstellung von NBC wurden im Western Blot zwei Banden sichtbar. Nach Angaben des
Herstellers handelt es sich bei der 130 kDa um das eigentlichen NBC1 Protein. Fraglich ist, ob es
sich bei der 60 kDa Bande um eine NBC Unterform handelt. Insgesamt kam es bei der 130 kDa
Bande zu keiner Regulierung von NBC, wohingegen bei 60 kDa eine Hochregulation bei den mit
Empagliflozin behandelten Myokardinfarkt-Tieren (M1 + Empa 0,64 + 0,079 vs M1 0,37 £ 0,104,
p < 0,05) erkennbar war.

o e e e e o s e | NHEZ1, 90 kDa

NBC1, 130 kDa
NBC, 60 kDa

SERCA 2a, 100 kDa

| | NCX1, 120 kDa

| | GAPDH, 37 kDa

Sham Ml MI + Empa Sham + Empa
Abbildung 11: Western Blot der kardialen Pumpen und Transporter

Natrium-Protonen-Austauscher 1 (NHE1), Natrium-Bicarbonat-Coransporter (NBC), Sarcoplas-
mic Endoplasmic Reticulum Calcium Transporting ATPase 2a (SERCA 2a), Natrium- Calcium-
Austrauscher (NCX1), Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
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Grafik 7: Regulation der pH und Kontraktilitat bestimmenden Transporter und Pumpen

Natrium-Protonen-Austauscher 1 (NHE1), Natrium-Bicarbonat-Coransporter (NBC), Sarcoplas-

mic Endoplasmic Reticulum Calcium Transporting ATPase 2a (SERCA 2a), Natrium- Calcium-

Austrauscher (NCX1)
T p < 0,05 vs Sham, * p < 0,05 vs Ml
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3.5.2 Regulation der fibrotischen Umbauprozesse und Nekroptose

Es kam bei den Myokardinfarkt Tieren im Vergleich mit der Sham-Gruppe zu einem Anstieg des
fiir fibrotische Umbauprozesse sensitiven Parameters TGFB1 (MI 0,453 £+ 0,032 vs Sham 0,203 +
0,075, p<0,01). Innerhalb der mit Empagliflozin behandelten Gruppen kam es zu leicht erh6hten,
jedoch nicht signifikant veranderten Werten.

Die Smad2 Expression war nach Myokardinfarkt nur tendenziell hochreguliert (M1 0,277 £ 0,040
vs Sham 0,213 + 0,0351) und wurde ebenfalls nicht durch Empagliflozin-Gabe beeinflusst.

Bei dem fur die Nekroptose entscheidenden Protein, MLKL, kam es zu keiner veradnderten Regu-
lation innerhalb der Gruppen.

—— - S o TGFp1, 44kDa
[ eSS smad?, 60kDa
MLKL, 52kDa

| | GAPDH, 37kDa

Sham Ml MI + Empa Sham + Empa

Abbildung 12: Western Blot der profibrotischen und nekroptotischen Proteine

Transforming Growth Factor f1 (TGFf1), Smad 2 (Smad 2), Mixed Lineage Kinase Domain-Like
(MLKL), Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
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Grafik 8: Regulation der fibrotischen und nekroptotischen Proteine

Transforming Growth Factor p1 (TGFp1), Smad 2 (Smad 2), Mixed Lineage Kinase Domain-Like
(MLKL)
t1 p < 0,01 vs Sham
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3.5.3 Regulation der MMPs Aktivitat

Infolge des Myokardinfarktes kam es bei unbehandelten Tieren zu einer Hochregulation von
MMP9. Eine Empagliflozin-Behandlung verursachte eine signifikante Verringerung der MMP9
Expression bei Myokardinfarkt-Tieren (M1 + Empa 0,173 £ 0,031 vs M1 0,377 £ 0,012, p < 0,001).
Der MMP-Inhibitor TIMP1 wurde nicht signifikant durch Empagliflozin-Gabe beeinflusst. Im
MMP9/TIMP1 Ratio zeigte sich ebenfalls eine Herunterregulation bei den mit Empagliflozin be-
handelten Myokardinfarkt-Tieren (MI + Empa 0,637 £ 0,104 vs M1 1,103 £ 0,110, p < 0,01). Die
MMP9- und die TIMP1-Expression blieb nach SGLT2 Inhibitor Behandlung bei Sham Tieren

unverandert.
MMP9 TIMP1
0.5- 0.5-
g 1 2
= 0.4 = 0.4
- —_—— -
= e T _I_
2 03- £ 031
< N <
Z 021 0.2
[} —
=9 =7
= 0.1- = 0.1
= =
0.0' T T 0.0' T T
\} s Q> \Y > >
5 N XQ/@Q XQ/@Q 5 & y@ X@&Q
\ &
N %@“ S %@@
MMP9/TIMP1 Ratio
1.5+
o T
® T
= 1.0
E ** ——
|_
> 0.5
=
>
0.0' T T
\ Q Q&
é@&“ D < <
\X X
QD o}@ﬁ‘

Grafik 9: Regulation von MMP9 und TIMP1

Metalloprotease 9 (MMP9), Tissue Inhibitor der Metalloprotease 1 (TIMP1)
t p < 0,05 vs Sham, 1t p < 0,01 vs Sham, ** p < 0,01 vs MI, *** p < 0,001 vs Ml
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3.5.4 Immunhistologie des linken Ventrikels

Im linken Ventrikel von Vehicle behandelten Myokardinfarkttieren konnte eine vermehrte MMP9
Expression gesehen werden. Es kam dabei insbesondere im Bereich des Zellkerns und in inflamm-
atorischen Zellen zu einer Anfarbung. Infolge einer Empagliflozin Behandlung kam es zu einer

Herunterregulation von MMP9.

NHEL ist gleichméaRige tber die gesamten Sarkolemma der Kardiomyozyten exprimiert, wobei
bei Myokardinfarkt-Tiere, die mit Empagliflozin behandelt wurden, eine verringerte NHE Expres-
sion sichtbar ist.

SERCAZ2a war schwach innerhalb der Kardiomyozyten der Myokardinfarkt-Tiere exprimiert.

a Sa “a

c) d)

Abbildung 13: MMP9 Expression im linken Ventrikel nach Myokardinfarkt
(rote Anfarbung von MMP9)

a) Vehikel behandelter Myokardinfarkt, VergréRerung x20 b) Vehikel behandelter Myokardin-
farkt, VergroRerung x40 c) Empagliflozin behandelter Myokardinfarkt, Vergréfierung x20 d) Kon-
trolle Vehikel, ohne 2. Antikorper.
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4 Diskussion

4.1 Direkte inotrope Wirkung von Empagliflozin

4.1.1 Verbesserung der Hamodynamik nach 7-tégiger oraler Empagliflozin-Gabe

Nach einwdchiger Behandlung mit Empagliflozin konnte in der behandelten Myokardinfarkt-
Gruppe ein erhaltener GLS nachgewiesen werden. Der GLS hat dabei einen hohen prognostischen
Wert und spricht gemeinsam mit der tendenziell verbesserten Ejektionsfraktion fiir eine kardiopro-
tektive und positiv inotrope Wirkung von Empagliflozin bei Myokardinfarkt (112). Auch Uber
einen Zeitraum von 10 Wochen wurde bei Empagliflozin Behandlung in einem dhnlichen Modell
eine erhaltene Ejektionsfraktion beobachtet (92).

Eine positiv inotrope Wirkung konnten wir ebenfalls bei mit Empagliflozin behandelten Sham
Tieren sehen. Dabei kam es zu einem signifikanten Anstieg des Fractional Shortening, des Stroke
Volumen und des Cardiac Output. Bei langfristigerer Gabe von Empagliflozin konnte in weiteren
Studien bei Sham Tieren meist nur eine minimale verbesserte bzw. unverénderte Fractional Shor-
tening beobachtet werden (92, 95).

Widerspriichlich zu der positiv inotropen Wirkung von SGLT2 Hemmern sind die Ergebnisse aus
kleinen Studien an Typ 2 Diabetikern, die Uber 6 Monate mit Empagliflozin behandelt wurden,

jedoch im MRT keine Veranderung der Ejektionsfraktion aufwiesen (96, 97).

Bei der invasiven Herzkatheteruntersuchung konnten wir bei den Myokardinfarkt-Tieren einen
leichten Anstieg des minimalen intraventrikuldren Drucks dokumentieren, wohingegen es eher zu
einem Abfall des intraventrikul&ren Drucks und max/dp/dt kam. Die Behandlung mit Empagliflo-
zin hatte auf die vorherrschenden hdmodynamischen Driicke im Ventrikel oder in der Aorta 7 Tage
nach Myokardinfarkt keine Auswirkungen.

Einen Ausblick auf das mogliche Wirkspektrum bei einer langerfristigen Behandlung eines Myo-
kardinfarktes mit Empagliflozin bieten verschiedene Studien, wobei es hier zu kontroversen Er-
gebnissen kam. So zeigten sich einerseits keinen signifikanten Verdnderungen der Himodynamik
nach 10-wochiger Behandlung (92). Andererseits fiel ein unverénderter systolischer Blutdruck und
eine erhohte end-systolische Druck-Volumen Relation bei Myokardinfarkt Tieren im Rahmen ei-
ner 6-wochigen SGLT2 Inhibitor-Gabe auf (95). Eine langfristige Gabe von SGLT2 Inhibitoren

scheint somit, wenn tberhaupt, nur mit einer leichten Kontraktilitatssteigerung einherzugehen.
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Bei der genauen Analyse der intraoralen Durckkurve zur Bestimmung der Stiffness-Parameter fiel
eine verkirzte Inflection Time bei den mit Empagliflozin behandelten Gruppen im Vergleich zur
Sham-Kohorte auf. Der Augmentations-Index blieb jedoch unbeeinflusst.

Die Verkiirzung der Inflection Time bei Empagliflozin-Gabe zeigt eine schnellere Reflektion der
Druckwelle durch das arterielle System, die im Zusammenhang mit steiferen, unelastischeren Ge-
falen steht (116, 117). Die unveranderten Druckverhaltnisse in der Aorta und der gleichbleibende
Augmentation Index sprechen dagegen dafir, dass eine Elastizitat der groRen GefaRe erhalten
bleibt. Weiterhin kam es zu einem verringerten Pulse Pressure bei den Vehicle behandelten Myo-
kardinfarkt Tieren im Vergleich zur der Sham Kohorte. Es handelt sich bei dem Pulse Pressure
bzw. der Pulsamplitude um die Differenz des systolischen und diastolischen Drucks (115). Dies
erklart den Unterschied zwischen den beiden Gruppen, da es bei den Myokardinfarkt-Tieren zu
einem nicht signifikanten Abfall des systolischen Blutdrucks kam. Ein allgemeiner Abfall des
Blutdrucks nach Myokardinfarkt wie auch im weiteren zeitlichen Verlauf wurden fur Ratten schon
dokumentiert (118). Bei den mit Empagliflozin behandelten Myokardinfarkten kam es ebenfalls
zu einem leichten Abfall des Pulse Pressures, der jedoch geringer als in der Vehicle behandelten

Gruppe ausfiel.

In der Literatur wurden unterschiedliche hamodynamische Ergebnisse nach SGLT2-Inhibitor-
Gabe beschrieben. Dabei gab es Studien, die eher systolische andere, die eher diastolische Effekte
beobachteten (81, 82, 87, 89, 92). In unserer Studie sehen wir eine leichte Zunahme der systoli-
schen Kraft, wahrend wir keine diastolischen Veranderungen, weder in der Echokardiographie
noch in der Herzkatheteruntersuchung, nachweisen konnten. Es kam bei uns jedoch auch zu keinen
signifikanten Unterschieden der diastolischen Werte zwischen der Myokardinfarkt- und den

Sham-Gruppe.

Zusammenfassend sprechen unsere hamodynamischen Ergebnisse fiir eine kontraktilitatsstei-
gernde Wirkung von Empagliflozin. Die diabetesunabhangige kardiale Wirkung von Empagliflo-
zin wurde in verschiedenen Veroffentlichungen schon beschrieben werden (81, 82, 87, 92). Wir
konnten jedoch zusatzlich nachweisen, dass Empagliflozin schon innerhalb von einer Woche und
bereits bei einer Dosis von 1mg/kg eine Wirkung zeigte, wohingegen die meisten anderen Studien
einen langeren Zeitraum und 20 bis 30mg/kg Empagliflozin zur Behandlung nutzten (81, 92, 95,
110).
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4.1.2 Serum- bzw. Uringlucose und Gewichtsverlust nach Empagliflozin-Gabe

Nach einwdchiger taglicher Empagliflozin Behandlung kam es zu keinen Veranderungen der Blut-
glucose. Hierbei muss beachtet werden, dass bei unserem Forschungsprojekt normoglykamische,
nicht-diabetische Tiere verwendet wurden. Auch in weiteren Studien an nicht-diabetischen Tieren
wurde die Blutglucose durch SGLT2-Inhibitoren nicht beeinflusst (89, 92, 93). Zu dem gleichen
Ergebnis kam ein Versuch bei gesunden menschlichen Probanden - unabhangig von der applizier-
ten Empagliflozin-Menge (69).

Bei den mit Empagliflozin behandelten Kohorten konnte eine tendenziell erhdhte Glucoseaus-
scheidung im Urin nachgewiesen werden, die sich durch den renalen Wirkmechanismus von
SGLT2 Inhibitoren erklart (61, 63, 79).

Die geringere Gewichtszunahme der mit Empagliflozin behandelten Gruppen im Vergleich zu den
unbehandelten Sham-Kohorten konnte auch bei Typ 2 Diabetikern innerhalb der ersten Monate
nach Beginn der Empagliflozin-Einnahme beobachtet werden (119). Auch Yurista et al. und
Connelly et al. verzeichneten einen Gewichtsverlust bei der mit Empagliflozin behandelten Myo-
kardinfarkt- oder Sham-Gruppe; 10 bzw. 6 Wochen nach Therapiebeginn (92, 95). Eine Gewichts-
abnahme spricht fur eine katabole, abbauende Stoffwechsellage, die moglicherweise durch Em-
pagliflozin-Gabe verursacht wird und in Folge eines Myokardinfarktes kritisch gesehen werden

Muss.

4.1.3 Inotrope kardiale Wirkung bei iv-Applikation von Empagliflozin

Im Ventrikel verursachte die intraventse Gabe von Empagliflozin einen signifikanten Anstieg des
Mean Pressures und maximal Pressures im Vergleich zu den Tieren, denen NaCl-injiziert wurde.
Weiterhin konnte ein signifikanter Anstieg des max dp/dt bei Empagliflozin-Gabe beobachtet wer-
den, der représentativ fur eine linksventrikuldren Kontraktilitatssteigerung bzw. erhéhte Inotropie
steht (120). Der systolische Blutdruck war nach 35 Minuten in der Aorta nur tendenziell erhoht,
wohingegen es zu einem signifikanten Anstieg des Pulse Pressures kam. Es konnte keine Verén-
derungen des Augmentation Indexes bzw. der GeféaRelastizitét bei der akuten Applikation von Em-
pagliflozin nachgewiesen werden. Bei den fur die Diastole entscheidenden Parametern kam es zu

einem Anstieg der Zeitkonstante fur die Relaxation, Tau. Dabei benotigte der Ventrikel zeitlich
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langer fur die aktive Entspannung wahrend der isovoldmischen Kontraktion (121). Ansonsten gab

es keine weiteren signifikanten Veradnderungen der diastolischen Funktion.

Die verlangerte Zeitkonstante fiir die Relaxation, Tau, steht reprasentativ flr eine eingeschrankte
diastolische Funktion (122). Dieses Resultat widerspricht den hdmodynamischen Messungen bei
HFpEF-Ratten, die nach langerfristiger Empagliflozin-Behandlung eine Verkiirzung von Tau auf-
wiesen (82). Ebenfalls bei HFpEF-Tieren konnte 30 Minuten nach direkter iv.-Applikation von
0,25mg Empagliflozin pro kg Kdérpergewicht eine verbesserte diastolische Pumpfunktion doku-
mentiert werden (81).

Zur Erklarung der verlangerten Tau gibt es verschiedene Ansdtze. Einerseits muss in Betracht
gezogen werden, dass es durch eine hohe Dosierung von Empagliflozin — trotz 2.500fach hoherer
Bindungsaffinitat zu SGLT2 Rezeptoren — zu einer zusatzlichen SGLT1 Hemmung gekommen ist
(63). Im Rahmen einer tierexperimentellen Studie konnte bei einer simultanen Inhibition von
SGLT1 und SGLT2 ebenfalls eine eingeschréankte Tau beobachtet werden (123). Andererseits
kann Tau durch eine erhéhte Nachlast beeinflusst werden, die durch eine Veranderung des arteri-
ellen Drucks oder der peripheren Resistenz zustande kommt (124, 125). Der stabil bleibende Aug-
mentation Index spricht dabei eher flr einen Erhalt der GefaRelastizitat, im Gegensatz dazu war
30 Minuten nach Empagliflozin-Applikation der maximale Druck im Ventrikel signifikant und in

der Aorta tendenziell erhoht.

Der leichte Anstieg des systolischen Blutdrucks und der gleichbleibende diastolische Blutdruck
erklaren in unserem Experiment den signifikant erhohten Pulse Pressure. Eine permanente Steige-
rung des Pulse Pressure steht bei alteren Patienten in Verbindung mit kardiovaskuléren Erkran-
kungen (126). Jedoch konnte weder der leicht erhdhte systolische Blutdruck, noch der gesteigerte
Pulse Pressure bei einwdchiger per os Gabe bei der behandelten Myokardinfarkt- oder Sham-
Gruppe gesehen werden. Ganz im Gegenteil kam es bei Typ 2 Diabetikern, die mit Empagliflozin

behandelt wurden, zu einer Abnahme des Blutdrucks und des Pulse Pressures (80).

Bei akuter intravendser Gabe von Empagliflozin zeigte sich eine positiv inotrope Wirkung auf das
Herz, die auch echokardiographisch bei langerfristiger oraler Applikation nachgewiesen werden
konnte.

Der schnelle Anstieg der Inotropie nach zum Teil schon 15 Minuten l&sst Riickschlusse auf den
Wirkmechanismus von Empagliflozin zu. Man kann hierdurch davon ausgehen, dass es sich nicht

um einen Prozess handelt, der erst nach einem langeren Zeitraum seine Wirkung entfaltet. So ist
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es unwabhrscheinlich, dass der kardiale Effekt von Empagliflozin, allein durch beispielsweise eine
Reduktion der Vorlast, verursacht wird. Die Vorlastsenkung bei Empagliflozin-Gabe entsteht
durch den diuretischen Effekt von SGLT2 Inhibitoren (127). Dieser wiirde jedoch weder innerhalb
von wenigen Minuten stattfinden, noch die Kontraktilitatssteigerung erklaren. Auch Connelly et
al. fand nach speziellen Messungen im Herzkatheter heraus, dass die kardiale Wirkung von Em-
pagliflozin nach langerer Gabe in HFrEF Tiere unabhéngig von der VVor- bzw. Nachlast ist, wobei

unsere Ergebnisse dies unterstutzen (95).

Eine weitere Hypothese fur den mdglichen Wirkmechanismus von Empagliflozin ist die vermehrte
kardiale Verwendung von Ketonkdrper als ,,super fuel* aufgrund ihrer hohen Stoffwechseleffizi-
enz (79, 100). Im gesunden menschlichen Herzen erfolgt nur 10% der Energiegewinnung durch
Ketonkorper und verzweigtkettige Aminosauren (100). Bei Herzinsuffizienz greift dagegen das
Herz vermehrt als Energietréager auf Ketonkérper zuriick (100, 128).

Durch verschiedene Versuche konnte bei diabetischen und nicht-diabetischen Tieren nach Gabe
von Empagliflozin ein erhohtes Level an zirkulierenden Ketonkérper und zum Teil auch eine ver-
mehrte kardiale Aufnahme dieser gezeigt werden (89, 92, 101). Auch bei Typ 2 Diabetikern wurde
nach langerfristiger Canagliflozin-Gabe ein patientenabhéngiger, variabler Anstieg der Ketonkor-
per im Serum nachgewiesen (98). Dennoch gibt es auch einige Ergebnisse von Studien, die der
vermehrten kardialen Verwendung von Ketonkdrper durch SGLT2 Inhibitoren widersprechen
(102-104).

Die in unserem Experiment innerhalb von wenigen Minuten beobachtete Inotropiesteigerung nach
iv-Applikation von Empagliflozin I&sst sich nur schlecht mit einer pl6tzlichen vermehrten Ver-
wendung von Ketonkorpern erklédren. Ob eine gesteigerte Ketonkdrper Nutzung nach langerer Be-
handlung mit SGLT2 Inhibitoren zusatzliche positive Auswirkungen hat, muss im Rahmen weite-

rer Studien evaluiert werden.

Es spricht vieles daftr, dass die akute Kontraktilitatssteigerung eher im Rahmen einer direkten
kardiale Reaktion entsteht. Diese konnte beispielsweise durch eine Empagliflozin vermittelte Be-
einflussung von myokardialen Transportern und Pumpen verursacht werden. Um ein besseres Ver-
standnis fir den Wirkmechanismus von Empagliflozin zu erlangen, haben wir das ventrikulare
Gewebe der fur 7 Tagen mit Empagliflozin behandelten Ratten auf die Expression der kardialen

Transporter bzw. Pumpen untersucht.
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4.2 Anpassung der Kontraktilitat und pH-Regulation nach Empagliflozin-Gabe

4.2.1 Beeinflussung der kardialen pH-regulierenden Transporter durch Empagliflozin

NHEL ist im linken Ventrikel von Versuchstieren, die mit Empagliflozin behandelt wurden — un-
abhangig vom Myokardinfarkt bzw. der Sham-Operation herunterreguliert. Der kardiale Natrium-
Protonen-Austauscher ist insbesondere wahrend einer intrazelluldren Azidose, wie sie bei einer
Ischdmie vorkommt, fur einen GroR3teil des Natriumeinstroms in die Zelle verantwortlich (35). Der
durch Azidose bedingte hohe Natriumgradient verhindert den NCX vermittelten Austausch von
einem intrazellularen Calcium mit drei Natriummolekilen und verursacht eine Calciumuberladung
(35).

Eine Blockade des NHE hatte bei der Therapie von Ischdmie-Reperfusions-Modellen im Tierver-
such eine kardioprotektive Wirkung (54). Dieses Ergebnis liel? sich jedoch nicht in klinischen Stu-
dien bestatigen (56).

In Kardiomyozyten konnte eine NHE Inhibition durch Empagliflozin, aber auch durch Canagliflo-
zin und Dapaglilfozin, nachgewiesen werden (129). Dabei wurde im Zellexperiment eine Verrin-
gerung des zytosolischen Natriums und Calciums bei Empagliflozin-Gabe unabhéngig von der
Anwesenheit von Glucose beobachtet (105). Unsere Ergebnisse bestétigen hierbei, dass es auch
im Tiermodell zu einer verringerten NHE Expression bei normoglykdamischen Ratten durch Em-
pagliflozin kommt. Zusétzlich konnten wir nachweisen, dass Empagliflozin bei Sham-operierten,
also ,,herzgesunden* Versuchstieren, wie auch bei Myokardinfarkt-Tieren zu einer geringeren
NHE-Expression fuhrte. Dabei war NHE bei den Myokardinfarkttieren starker herunterreguliert,
in denen es wahrscheinlich durch Ischamie bedingt zu einer intrazellularen Azidose gekommen

ist.

Allgemein stellt die Hemmung von NHE durch Empagliflozin einen Erklarungsansatz fir die kar-
dioprotektive Wirkung unabhéngig vom Glukoselevel dar. Schwieriger ist es zu erklaren, warum
es bei mit Empagliflozin behandelten Myokardinfarkttieren zu einer unterschiedlichen Regulation
der verschiedenen Banden von NBC kommt. NBC ist neben NHE fiir die pH Regulation der Kar-
diomyozyten zusténdig. Als Cotransporter fiir Bicarbonat hat NBC je nach pH einen unterschied-
lich hohen Einfluss auf den Natriumeinstrom (35, 36). Dabei transportiert NBCel, im Vergleich
zu NBCn1, nur ein Natrium-Molekul gemeinsam mit 2 Bicarbonat-Molekulen in die Zelle und
wird so auch als ,,Natriumsparender-Mechanismus* bezeichnet (35, 36).
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Die bei Empagliflozin-Behandlung beobachtete Hochregulation der 60kDa NBC Bande, steht im
Gegensatz zu der unveranderten, vom Hersteller als NBCel vermerkten 130kDa Bande und ist bis
jetzt noch nicht in der Literatur beschrieben worden. Da sich das Expressionsmuster der 60kDa
und 130kDa Bande widersprechen, lassen sich keine klaren Aussagen zu dem eigentlichen Ex-
pressionslevel von NBC machen. Allgemein ist eine NBCel-Uberexpression jedoch eher mit ei-
nem Verlust der kardialen Pumpleistung verbunden, was der bei uns beobachteten kontraktilitats-

erhaltenen Wirkung von Empagliflozin widerspricht (59).

Insgesamt ist NHE wéhrend einer Azidose vor allem fiir den Natriumeinstrom in den Kardiomy-
ozyten verantwortlich, wohingegen NBCel eher eine natriumsparende Eigenschaft aufweist (35,
36). Schwer einzuschatzen ist, inwiefern die NBCel-Expression die intrazelluldre Natrium- bzw.
Calciumkonzentration beeinflusst — insbesondere wahrend eines Myokardinfarktes bei dem NHE
durch Empagliflozin gehemmt wird. Dabei kdnnte eine erhéhte NBC Expression auch maoglicher-
weise dem Ausgleich des intrazelluldren pHs dienen, der durch eine NHE Inhibition erschwert ist.

4.2.2 Beeinflussung der kontraktilitatsbestimmenden Transporter durch Empagliflozin

Es gab keine signifikante Veranderung der NCX1 Expression nach Empagliflozin-Gabe. Der Nat-
rium-Calcium-Austauscher stellt das Verbindungsglied zwischen dem intrazellularen pH und der
Kontraktilitdt der Kardiomyozyten dar (35, 37). Die Hauptaufgabe des Austauschers ist es, dass
bei einer Kontraktion durch spannungsabhéngige Kanéle anfallende Calcium aus der Zelle zu be-

fordern und so eine Entspannung des Kardiomyozyten zu ermdglichen (34, 35, 37).

Im linken Ventrikel der unbehandelten Myokardinfarkttiere konnten wir eine Herunterregulation
der SERCA 2a beobachten. Die mit Empagliflozin behandelte Myokardinfarkt-Gruppe zeigte da-
gegen einen signifikanten Anstieg der SERCA 2a. Die Hochregulation von SERCA 2a erklart die
verbesserte kardiale Funktion nach Myokardinfarkt, da SERCA 2a entscheidend flr die Kontrak-
tilitat ist (33, 41). Sie nimmt das bei der letzten Kontraktion vom Sakroplasmatischen Retikulum

freigesetzten Calcium wieder auf und stellt so Calcium fiir die ndchste Kontraktion bereit (33, 41).

Eine Herunterregulation der SERCA 2a kann bei Herzinsuffizienz beobachtet werden und steht im
Zusammenhang mit dem Verlust der kardialen Pumpleistung (33, 41). Dabei konnte ein verringer-
ter Calcium-Peak in der Systole und eine geringere Beladung des Sakroplasmatischen Retikulums,
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sowie eine vermehrte Entfernung von Calcium durch NCX nachgewiesen werden (48). Auch in
Folge eines Myokardinfarktes wurde im Tiermodell eine lokal herunterregulierte SERCA 2a beo-
bachtet, die mit einem langsam abnehmenden Calcium-Transient im angrenzenden Infarktbereich
einherging (40).

Zusétzlich zu einer geringen SERCA 2a Aktivitat konnten in einem Teil der Studien bei Patienten
mit Herzinsuffizienz eine Hochregulation der NCX beobachtet werden (41, 46). Dabei wurde ver-
mutet, dass eine kompensatorische NCX Erhohung als Ausgleich der erniedrigten SERCA 2a Ak-
tivitat dient (41). Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass Myokardgewebe, das einen ge-
ringeren diastolischen Kraftanstieg nach Stimulation aufwies, eine erh6hte NCX Expression zeigte
(47).

Die von uns beobachtete Hochregulation von SERCA 2a widerspricht den Ergebnissen weiterer
Studien, die Empagliflozin 6 Wochen bei diabetischen Madusen oder nach Myokardinfarkt bei
normoglyk&mischen Ratten appliziert haben (95, 130). Hier konnte keine Hochregulation von
SERCA 2a gesehen werden, jedoch zeigte sich bei behandelten diabetischen Mausen eine Herun-
terregulation von Phospholamban (95, 130). Dieses wirkt hemmend auf SERCA 2a, sodass die
Autoren trotz unveranderter SERCA 2a Expression von einer verstarkten Aktivitat dieser ausgehen
(130).

In der mit Empagliflozin behandelten Sham-Kohorte kam es zu keiner Regulation der SERCA 2a,
wobei auch in dieser Gruppe eine leichte verbesserte Pumpleistung des Herzens nachgewiesen
werden konnte. Zuséatzlich kam es nach iv-Applikation von Empagliflozin bei gesunden Ratten zu
einer Kontraktilitatssteigerung. Moglicherweise lasst sich die Hochregulation von SERCA 2a bei
mit Empagliflozin behandelten Myokardinfarkttieren durch eine Beeinflussung weitere Faktoren

erklaren, auf die noch genauer eingegangen werden.
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4.3 Beeinflussung des kardialen Remodelings bei Empagliflozin-Gabe

4.3.1 Wirkung von Empagliflozin auf Fibrose und Nekroptose

TGF-B1 aktiviert die Smad-Signal Kaskade und beeinflusst dadurch die kardiale Fibrosebildung
(21, 22). In Folge eines Myokardinfarktes wurde in unterschiedlichen Tiermodellen eine Hochre-
gulation von TGF-B1 beobachtet — deren hochstes Expressionslevel im Infarktbereich am Tag 7
auffiel (21, 22, 24, 109). Dieses Ergebnis konnten wir ebenfalls im Western Blot des linken Ventri-
kels nachweisen. In der unbehandelten Myokardinfarkt-Kohorte kam es dabei zu einer vermehrten
Expression von TGF-f1 im Vergleich zur Sham-Gruppe. Auch Smad 2 war in unserem Experi-
ment, wenn auch nicht signifikant, bei den Myokardinfarkttieren erhoht. Es zeigten sich keine
Veranderung der Regulation bei Empagliflozin-Gabe. Daraus lasst sich schlieRen, dass Em-
pagliflozin 7 Tage nach Myokardinfarkt keinen Einfluss auf TGF-f1 bzw. Smad 2 hat und iiber

diese Kaskade nicht die Fibrosebildung beeinflusst.

Bis zum heutigen Zeitpunkt ist noch nicht untersucht, ob SGLT2 Inhibitoren eine Auswirkung auf
die Nekroptose haben. Diese spezifische Art der programmierten Nekrose ist unter anderem im
Rahmen von kardiovaskularen Erkrankungen beschrieben worden (25). Sie fiihrte bei Knockout-
Tieren nach Ischdmie-Reperfusions-Versuchen oder Myokardinfarkt zu einer erhaltenden bzw.
verbesserten kardialen Pumpfunktion (25-27, 131).

MLKL ist letztendlich das ausfiihrende Protein der Nekroptose und damit ein sehr spezifischer
Marker (25). Im Western Blot lieBen sich jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen der
Sham- und Myokardinfarkt-Gruppe zeigen, ebenso wenig nach Empagliflozin-Behandlung. Dar-
aus lasst sich schlieRen, dass die Nekroptose als Form des Zelluntergangs in unserem Modell

wahrscheinlich nicht im grof3en AusmaR stattgefunden hat.
Zusammenfassend sprechen unsere Ergebnisse dafir, dass es zu keiner Beeinflussung des kardia-

len Remodelings durch Nekroptose oder TGF- vermittelte Fibrose nach 7-tédgiger Empagliflozin-
Behandlung kommt.
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4.3.2 Regulation der MMP-9 Aktivitat durch Empagliflozin

In Folge eines Myokardinfarktes kommt es zu einem kardialen Remodeling, an dem verschiedene
Metalloproteasen beteiligt sind (13, 14). Diese haben Einfluss auf die postmyokardiale inflamma-
torische Antwort und den Abbau der Extrazellular Membran (13, 14).

Eine erhohte Konzentration von MMP9 konnte innerhalb der ersten Tage nach Myokardinfarkt bei
Patienten beobachtet werden (13, 16). Dabei litten Patienten, die zum Zeitpunkt eines Myokardi-
nfarktes eine hohe MMP9-Expression aufwiesen, im weiteren Verlauf haufiger an einer Herzin-
suffizienz (17). Eine Uberexpression von MMP9 innerhalb der akuten Phase eines Myokardin-
farktes scheint daher mit einem schlechteren Remodeling in Verbindung zu stehen.

In unserem Experiment wiesen wir im Western Blot eine erhéhte MMP9 Expression 7 Tage in-
folge eines Infarktes nach, die durch Empagliflozin-Gabe herunterreguliert wurde. Die Herunter-
regulation von MMP9 trat dabei unabhdngig von seinem Gegenspieler TIMP 1 auf (7). Unsere
Arbeitsgruppe konnte zusétzlich bei neonatalen Ratten Kardiomyozyten (Zelllinie H9¢2) nach
Empagliflozin-Behandlung eine verringerte Aktivitdt der IL1a stimulierten MMP9 nachweisen
(Daten nicht gezeigt). Dies lasst darauf schlieen, dass Empagliflozin eine hemmende Wirkung
auf MMP9 hat.

Den Einfluss von SGLT2 Inhibitoren auf die Aktivitdt von MMPs ist bis jetzt noch nicht bei My-
okardinfarkt beschrieben worden. Im Rahmen von Tierexperimenten konnte in Atherosklerose-
Modellen bei SGLT2 Inhibitor Gabe trotz erhéhtem TIMP1/MMP2 Ratio, keine Verénderung der
MMP9 und MMP2 Expression in der Aorta gemessen werden (132, 133). In suprarenalen Aorten-
aneurysmen kam es dagegen zu einer TIMP1 Hochregulation und einem verringerten MMP2 und
MMP9 Level (134).

Nicht geklart ist bis jetzt, wie SGLT2-Inhibitoren MMPs beeinflussen — ob es beispielsweise zu
einer direkten Hemmung von MMPs kommt oder durch eine Beeinflussung der inflammatorischen
Prozesse und Zellen eine verringerte Freisetzung folgt. Ebenfalls ein Erklarungsansatz fir die
MMP9 Regulation stellt ein Zusammenhang zwischen der NHE und MMP9 Expression da, der in
einem anderen Kontext in verschiedenen Experimenten schon gesehen werden konnte. Diese be-
fassten sich vor allem mit der Invasion bzw. Metastasierung von Karzinomen (135-139). Allge-
mein wurde eine Hochregulation von NHE in verschiedenen Tumoren gezeigt (136, 138, 140,
141). Dabei scheint NHE fur die Mikroumgebung innerhalb eines Tumors von entscheidender

Bedeutung zu sein, indem NHE eine extrazellulare Anséduerung und eine intrazellulére Alkalisie-
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rung vermittelt (142). Es wird vermutet, dass der saure pH Proteasen aktiviert, darunter auch Me-
talloproteasen (142, 143). In Zellkulturen wurde der Einfluss einer NHEL Inhibition auf verschie-
dene Tumorzellen untersucht (135-139). Insgesamt fiel neben der Herunterregulation von NHE,
auch eine verminderte Aktivitat und Expression von MMP9 auf (135-139). Da Empagliflozin NHE
hemmt, kann man vermuten, dass es dadurch zu der herunterregulierten MMP9 Expression
kommt. Dies wiirde auch erklaren, warum die MMP9 Regulation in unserem Experiment ohne
Beeinflussung durch TIMP1 abgelaufen ist. Auch TGF-f, das in stindiger Wechselwirkung mit

Metalloproteasen steht, scheint hier keinen Einfluss auf die MMP9 Expression zu haben (20).

Eine verringerte MMP9 Expression hat nicht nur positive Auswirkung auf das Remodeling nach
Myokardinfarkt, sondern beeinflusst ebenfalls die Kontraktilitdt des Myokards. Priyanka et al.
zeigten, dass ein MMP9 Knockdown bei diabetischen Mausen zu einer vermehrten SERCA2a Ex-
pression und einem verbesserten Calciumtransport fuhrt (144). Die Autoren der Studie vermuteten,
dass es durch den MMP9 Knockout nicht weiter zu einer MMP9 vermittelten Spaltung von [2-
Rezeptoren kommt (144). B2-Rezeptoren aktivieren eine Kaskade, die ein vermehrtes SERCA2a
Level hervorruft und die Kontraktilitat der Kardiomyozyten beeinflusst (144). Ubertragt man die-
sen Gedankenansatz auf die Ergebnisse unserer Studie, so konnte die Herunterregulation von
MMP9 nach Empagliflozin-Gabe im Zusammenhang mit der Hochregulation von SERCAZ2a bei

Infarkttieren stehen und so die verbesserte kardiale Leistung erklaren.

Die Ergebnisse unserer Studie legen nahe, dass Empagliflozin eine Herunterregulation von NHE1
und MMP9 und eine Hochregulation von SERCAZ2a im linken Ventrikel nach Myokardinfarkt
verursacht. Ob Empagliflozin durch Inhibition von NHE1 MMP9 herunterreguliert, was wiederum
zu einer vermehrten SERCA2a Expression und Kontraktilitat fihren konnte, bleibt weiteren Un-

tersuchungen vorbehalten.
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4.4 Zusammenfassung: Neuerkenntnisse zu dem kardialen Wirkmechanismus von
Empagliflozin

Empagliflozin verursachte nach iv.-Applikation und innerhalb der Frihphase nach Myokardin-
farkt einen Anstieg der Kontraktilitat bei normoglykamischen Wistar Ratten. Es kam dabei vor
allem zu einer verstarkten systolischen Kraft ohne signifikante Beeinflussung der diastolischen
Herzfunktion. Weder nach iv.-Gabe, noch nach 7 tagiger p.o. Behandlung konnte eine Verénde-
rung der GeféRelastizitat durch den SGLT2 Inhibitor dokumentiert werden. Die Expression der
Fibrose und Nekroptose regulierenden Proteine im Herzen blieben unbeeinflusst. Dagegen konnte
nach Myokardinfarkt eine kardiale Regulation von NHE1, SERCA2a und MMP9 beobachtetet
werden, die mdglicherweise im Zusammenhang mit der Kontraktilitatssteigerung steht. Insgesamt
konnten wir die kardiale Wirkung von Empagliflozin schon bei Gabe einer minimalen Dosierung

von 1 mg / kg nachweisen.

Die beobachtete Regulation der kardialen Proteinexpression lasst erste Rickschliisse auf einen
mdoglichen Wirkmechanismus von Empagliflozin zu:

Die Hemmung von NHEL1 durch den SGLT2 Inhibitor fiihrt zu einem geringeren Natrium- und
Calciumlevel im Zytosol und verhindert damit wahrscheinlich eine ischdmiebedingte akute Nat-
rium- und Calciumuberladung (105). Die Vermeidung einer vermehrten Calciumansammlung im
Zytosol ist dabei von grofl3er Bedeutung, da eine zu starke Calciumiberladung Zelltod verursacht.
Durch eine Hochregulation von SERCA 2a kann zusatzlich eine grofiere Menge an intrazelluldarem
Calcium in das Sakroplasmatische Retikulum aufgenommen werden, wodurch bei einem darauf-
folgenden Aktionspotential eine erhdhte Calciumamplitude freigesetzt wird und es zu einer ver-
starkten Kontraktion kommt (33, 41). Dies wiirde auch die beobachtete inotrope Wirkung nach
Empagliflozin-Gabe erklaren.

Die Hochregulation von SERCA 2a wurde nur bei mit Empagliflozin behandelten Myokardinfarkt
Tieren beobachtete. Erklaren l&sst sich dies moglicherweise durch die Herunterregulation von
MMP9, das in einer anderen Studie eine hemmende Wirkung auf SERCA 2a hatte (144). MMP9
ist normalerweise nach Myokardinfarkt hochreguliert und kann durch NHE1 aktiviert werden (13,
16, 142, 143). Die bei Empagliflozin beobachtete NHE1 Hemmung, die bei unseren Experimenten
verstarkt nach Myokardinfarkt auftrat, hat so vielleicht einen regulativen Einfluss auf MMP9 und
SERCA 2a.
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Die von uns présentieren Daten, stellen eine Grundlage fir weitere Forschungsansatze dar und
geben dabei Hinweise auf den kardialen Wirkmechanismus von Empagliflozin. Um genauere Aus-
sagen zu der Wirkung von Empagliflozin auf zelluldrer Ebene zu treffen, mussen jedoch weitere
Experimente durchgefuhrt werden. Hierbei sollte ein Fokus auf die Interaktion zwischen den kar-
dialen Transportern, Pumpen und Kanélen gelegt werden - beispielsweise durch Untersuchung
von Kardiomyozyten mittels Patch-Clamp-Technik. Auch die Empagliflozin vermittelte Beein-
flussung des intrazelluldren pHs und der dabei fuhrenden lonengradienten miissen noch genauer
erforscht werden.

In den aktuellen klinischen Studien zur Evaluation der kardialen Wirkung des SGLT-Inhibitors
bei Nicht-Diabetikern wird eine Dosierung von 10mg verwendet (83-85). Jedoch gibt es keine
Klinischen Studien darlber, ab welcher Dosierung Empagliflozin einen kardialen Effekt bei Men-
schen hat. In unseren Experimenten konnten wir - wenn auch in einem Ratten-Modell - zeigen,
dass eine geringe Dosis ausreichend ist, um eine kardiale Wirkung zu erzielen. Sollte es in Zukunft
zu einer reguldren Behandlung von Nicht-Diabetikern mit SGLT2 Inhibitoren kommen, wére dies

eine wichtige Fragestellung, um madgliche, dosisabhangige Nebenwirkungen zu minimieren.

Insgesamt handelt es sich bei Empagliflozin um ein Medikament, dass nicht nur in der Diabetolo-
gie, sondern auch in der Kardiologie einen wichtigen Stellenwert einnimmt - dessen kardialer

Wirkmechanismus jedoch noch genauer erforscht werden muss.

Abbildung 14: moéglicher Wirkmechanismus von Empagliflozin bei Myokardinfarkt
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