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1. Abklrzungen und Definitionen

(PPAR)-a Peroxisome proliferator-activated

receptor alpha

[Ca?*]i Intrazellulare Ca?*-Konzentration

[Ca?*]m Mitochondriale Ca?*-Konzentration

[Ca?*]sr Sarkoplasmatische Ca?*-Konzentration

[Na*]i Intrazellulare Na*-Konzentration

A-Bande Anisotrope Bande

AGE Advanced glycation end product

Akt Proteinkinase B

AM Acetoxymethylester

AMP Adenosinmonophosphat

AMPK AMP-aktivierte Proteinkinase

ANP Atriales natriuretisches Peptid

AP Aktionspotential

ARNI Angiotensin-Rezeptor-Neprilysin-Inhibitor

Art. Arteriell

AT1-Rezeptor Angiotensin-11-Rezeptor Typ 1

ATP Adenosintriphosphat

BMI Body-Mass-Index

BNP Brain natriuretic peptide

BSA Bovines Serumalbumin

BW Body weight

CaMKIl Ca?*/Calmodulin-abhangige
Proteinkinase Il

cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat

cGMP Cyclisches Guanosinmonophosphat

CICR Ca?*-induzierte Ca?*-Freisetzung

CNP Natriuretisches Peptid Typ C

COPD Chronisch obstruktive Lungenerkrankung

DAD Verspatete Nachdepolarisation



DHPR

Diast.
DMSO
E/E’

ECC
EDV

EF
Enddiast.
ESC
EZM
EZR
FADH:2
FDAR

FFA
FT
GLUT
HbA1C
HCM
HEPES

HF
HFmrEF

HFpEF

HFrEF

Dihydropyridin-Rezeptor; syn.:
spannungsabhangiger L-Typ-Ca?*-Kanal
Diastolisch

Dimethylsulfoxid
Echokardiographischer Parameter fur die
diastolische Funktion des linken
Ventrikels

Elektromechanische Kopplung
Enddiastolisches Volumen
Ejektionsfraktion

Enddiastolisch

European Society of Cardiology
Extrazellularmatrix
Extrazellularraum
Flavin-Adenin-Dinukleotid
Frequency-dependent activation of
relaxation

Freie Fettsaure/n

Farbteiler

Glukosetransporter
Glykohamoglobin

Hypertrophe Kardiomyopathie
4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinethansulfonsaure;
Puffersubstanz

Herzinsuffizienz

Herzinsuffizienz mit mittelgradig
reduzierter linksventrikularer
Ejektionsfraktion

Herzinsuffizienz mit erhaltener
linksventrikularer Ejektionsfraktion
Herzinsuffizienz mit reduzierter

linksventrikularer Ejektionsfraktion



HHR
HZV
I-Bande
IC50

I-Kanal

IL-6

Kd

KG
KHK
LA

LAP
LTCC
LV
LVEDP
LVEF
LVP
MFS
M-Line
MCU
MyBP-C
NADH
Nav
NCX
NHE
NKA
NO
NT-proBNP

PCWP
PDE3 / PDES
PKA

Hypertrophic heart rat
Herzzeitvolumen

Isotrope Bande

Mittlere inhibitorische Konzentration
Hyperpolarisation-activated cyclic
nucleotide-gated cation channel; syn.:
HCN-Kanal

Interleukin-6
Dissoziationskonstante
Kdrpergewicht

Koronare Herzerkrankung

Linkes Atrium

Linksatrialer Druck
L-Typ-Ca?*-Kanal

Linker Ventrikel

Linksventrikularer enddiastolischer Druck
Linksventrikulare Ejektionsfraktion
Linksventrikularer Druck
Myofilamentsensitivitat
Mittelscheibe

Mitochondrialer CaZ*-Uniporter
Myosin-bindendes Protein C
Nicotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid
Spannungsgesteuerter Na*-Kanal
Na*-Ca?*-Austauscher
Na*-H*-Austauscher
Na*/K*-ATPase

Stickstoffmonoxid

N-terminales Prohormon vom brain
natriuretic peptide
Lungenkapillaren-Verschlussdruck
Phosphodiesterase 3 /5

Proteinkinase A



PKC

PKG

PLB

PPG

PV

RZ

RAAS

ROS

RyR
SERCA / SERCA2a
SGK1
SGLT

SL

SNS

SR

T2DM
TGF-B

™nC

TNF-a

Tnl
Tn-Komplex
™T

UCP3

UGE

uv

WT

Z-Line / Z-Scheibe

Proteinkinase C

Proteinkinase G

Phospholamban

Postprandiale Blutzuckerkonzentration
Druck-Volumen

Bestimmtheitsmal} einer Regression
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
Reaktive Sauerstoffspezies
Ryanodin-Rezeptor

Sarcoplasmic reticulum Ca?* ATPase
Serin/Threonin-Proteinkinase 1
Na*-Glukose-Cotransporter
Sarkomerlange

Sympathisches Nervensystem
Sarkoplasmatisches Retikulum
Diabetes mellitus Typ 2
Transforming growth factor 3
Troponin C

Tumornekrosefaktor a

Troponin |

Troponin-Komplex

Troponin T

Mitochondrial uncoupling protein 3
Urin-Glukose-Extraktion

Ultraviolett

Wildtyp

Zwischenscheibe
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4. Zusammenfassung

Einleitung: Uber 50% der Patienten mit Herzinsuffizienz haben eine diastolische
Dysfunktion bei erhaltener Ejektionsfraktion (HFpEF). Insbesondere Patienten mit
metabolischem Syndrom haben ein erhohtes Risiko HFpEF zu entwickeln. Wir konnten
vorausgehend zeigen, dass kardiorenal bedingte HFpEF mit einer kardiomyozytaren
Dysfunktion in vitro einhergeht. Das neue Antidiabetikum Sotagliflozin, ein Inhibitor des
Na*-Glukose-Cotransporters (SGLT-1 und SGLT-2), kénnte die Kardiomyozytenfunktion
bei HFpEF positiv beeinflussen. Wir Gberpriften in einem Herzinsuffizienzmodell der
Ratte, ob die Ca?-HomoOostase und kontraktile Funktion linksventrikularer
Kardiomyozyten auch bei einer durch das metabolische Syndrom bedingten HFpEF
gestort ist. Dartiber hinaus tberpriften wir, ob eine Langzeittherapie mit Sotagliflozin
einen Einfluss auf die Ca?*-Homoostase und kontraktile Funktion der Kardiomyozyten
hat.

Methoden: Ratten des ZSF-1- (HFpEF) oder Wildtyp-Stamms wurden im Alter von 17
bis 23 Wochen mit Sotagliflozin oder Vehiculum behandelt. Im Finalversuch wurden
linksventrikulare Kardiomyozyten gewonnen und die intrazellulare Ca?*-Konzentration
und Sarkomerlange (Kontraktion) simultan mittels Fluoreszenzphotometrie (Fura-2 AM)
und Durchlichtvideomikroskopie bei verschiedenen chronotropen Anforderungen (1, 2, 4
Hz Stimulation) untersucht. Das intrazellular gespeicherte Ca%* wurde nach Freisetzung
durch Koffein bemessen. Die Myofilamentsensitivitat der intakten Zellen wurde aus der

Sarkomerlange als Funktion der [Ca?*]i innerhalb eines Herzzyklus berechnet.

Ergebnisse: ZSF-1 Kardiomyozyten zeigten bei einer Stimulationsfrequenz von 1 Hz
eine unveranderte [Ca?*]i und intrazellular gespeichertes Ca?*, aber eine schnellere Zeit
bis [Ca?*]imax, SOWie Hinweise auf einen schnelleren [CaZ*] Abfall. Analog zur [Ca?*]i war
die Kontraktion und Relaxation der Sarkomere beschleunigt. ZSF-1 Kardiomyozyten
hatten eine hohere enddiastolische Sarkomerlange, wahrend die anteilige
Sarkomerverkirzung unverandert blieb. Die Myofilamentsensitivitat war stark erhoht im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Ahnliche Beobachtungen konnten bei 2 und 4 Hz gemacht
werden. ZSF-1 Kardiomyozyten zeigten Anzeichen einer erhdhten NCX-Aktivitat. Die
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Behandlung mit Sotagliflozin konnte die intrinsische Funktion der ZSF-1 Kardiomyozyten

in vitro nicht verbessern.

Conclusio: In diesem Rattenmodell der durch das metabolische Syndrom bedingten
HFpEF findet sich im untersuchten Krankheitsstadium eine gegeniber gesunden Tieren
schnellere Kontraktion und Relaxation der Kardiomyozyten in vitro, welche sich
moglicherweise durch eine schnellere Kinetik der intrazellularen Ca?*-Transienten und
Veranderung der Myofilamentsensitivitat begrinden lasst. Die Veranderungen in der
Myofilamentsensitivitdt deuten auf eine komplexe subzellulare Adaptation hin. Die
Langzeitbehandlung mit Sotagliflozin hatte in diesem HFpEF-Modell keinen vorteilhaften

Effekt auf die kontraktile Funktion der Kardiomyozyten in vitro.
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5. Abstract

Introduction: More than 50% of the patients with heart failure show a preserved ejection
fraction, but diastolic dysfunction. In particular patients with metabolic syndrome have an
increased risk for developing HFpEF. We have previously shown that cardiorenal HFpEF
comes along with in vitro cardiomyocyte dysfunction. The new antidiabetic drug
Sotagliflozin, an inhibitor of the sodium glucose cotransporter (SGLT-1 and SGLT-2),
could have a positive effect on cardiomyocyte function in HFpEF. In a rat model of heart
failure, we investigated if the Ca?* homeostasis and contractile function of left ventricular
cardiomyocytes is altered as well in metabolic syndrome related HFpEF. Furthermore,
we tested whether a long-term application of Sotagliflozin influences the Ca?*

homeostasis and contractile function of cardiomyocytes.

Methods: ZSF-1 and Wildtype rats were treated with Sotagliflozin or vehicle from age 17
to 23 weeks. During the final experiment left ventricular cardiomyocytes were isolated
and examined in vitro. [Ca?*]i and sarcomere length were measured simultaneously by
fluorescence photometry (Fura-2 AM) and transmitted light video microscopy under
different chronotropic challenges (1, 2, 4 Hz stimulation). The intracellular Ca?* store
content was assessed after release through caffeine. The myofilament sensitivity of the
intact cardiomyocytes was determined from the sarcomere length as a function of [Ca?*];
during the cardiac cycle.

Results: Under 1 Hz stimulation ZSF-1 cardiomyocytes showed maintained [Ca?*]i and
intracellularly stored Ca?*, but a faster time to peak [Ca?']i and signs of a faster [Ca?*]i
decay. According to [Ca?]i contraction and relaxation of the sarcomeres were
accelerated. ZSF-1 cardiomyocytes had a longer enddiastolic sarcomere length, while
fractional shortening remained unchanged. The myofilament sensitivity was heavily
increased compared to the control group. Similar observations could be made at 2 and 4
Hz. ZSF-1 cardiomyocytes showed signs of enhanced NCX activity. Treatment with
Sotagliflozin did not improve intrinsic function of ZSF-1 cardiomyocytes in vitro.

Conclusions: This rat model of metabolic syndrome related HFpEF shows at the

examined state of disease a faster contraction and relaxation of the cardiomyocytes in
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vitro compared to control, which could be explained by faster kinetics of the intracellular
Ca?* transients and changes in myofilament Ca?* sensitivity. The changes in myofilament
sensitivity indicate a complex subcellular adaptation. Long-term treatment with
Sotagliflozin had no beneficial effect on the contractile function of ZSF-1 cardiomyocytes
in vitro.
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6. Einleitung

6.1 Herzinsuffizienz

Die Herzinsuffizienz ist ein Krankheitsbild diverser Atiologie, bei dem die Pumpleistung
des Herzens beeintrachtigt ist und nicht mehr gentigt, um den Kdrper ausreichend mit
Blut zu versorgen [1, 2]. Dabei wird die Durchblutung dem metabolischen Bedarf der
Organe nicht mehr gerecht, wodurch es zur Ausbildung der Symptome kommt [3]. Zum
Symptomkomplex der Herzinsuffizienz gehoren typischerweise kardiale Odeme, Dys-
und Orthopnoe, sowie Nykturie. Hinzu kommen kénnen Stauungszeichen, wie
Stauungsleber und Stauungsniere mit Proteinurie, oder Pleuraergisse und Aszites [2—
4]. Ebenfalls koénnen sich klinische Zeichen eines erhéhten Sympathikotonus
prasentieren [2—-4]. Dazu gehdren unter anderem Tachypnoe, Palpitationen und
vegetative Symptome, wie Kaltschweiligkeit und Verdauungsbeschwerden. Das
klinische Erscheinungsbild der Patienten kann durch die vielfaltige Atiologie dieser
Erkrankung und die h&ufig vorhandene Komorbiditat variieren [1, 5].

Die Pravalenz der Herzinsuffizienz ist stark altersabhangig und betragt bezogen auf die
Gesamtbevdlkerung in Deutschland ca. 3,4% [6]. Die Haufigkeit nimmt im héheren Alter
zu und steigt in der Altersgruppe der tUber 80-Jahrigen auf 25% und mehr an [2]. Auf
Grund der demographischen Umstrukturierung der Bevdlkerung und einer wachsenden
Lebenserwartung ist von einer weiter steigenden Inzidenz und einer erheblichen
sozioOkonomischen Belastung des Gesundheitssystems auszugehen [7, 8].
Herzinsuffizienz ist von einer hohen Morbiditdt gekennzeichnet und stellt die haufigste
Krankheitsursache fur Hospitalisierung beim Erwachsenen dar [2, 9, 10]. Patienten mit
Herzinsuffizienz haben eine 1- und 5-Jahressterblichkeit von 20 bzw. 50% [2]. Diese
hangt stark vom Alter, Komorbiditat und dem Erhalt einer adéaquaten Therapie ab [1]. Die
Herzinsuffizienz rangiert in der Todesursachenstatistik in Deutschland auf Platz 3 [2].

Zu den haufigsten Ursachen der Herzinsuffizienz gehéren die koronare Herzerkrankung,
Myokardinfarkte, Erkrankungen der Herzklappen, arterielle Hypertonie,
Herzrhythmusstorungen, pulmonale Hypertonie, sowie Kardiomyopathien und -

myokarditiden [2]. Es kann eine Klassifikation nach dem zeitlichen Verlauf in akut und
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chronisch, sowie nach der vorrangig betroffenen Kammer in Rechts-, Links- oder
Globalinsuffizienz vorgenommen werden [2, 11]. Die therapeutisch relevanteste
Einteilung ist jedoch die nach der linksventrikularen Ejektionsfraktion [2]. Hier
unterscheidet man zwischen HFrEF (heart failure with reduced ejection fraction;
LVEF<40%), HFmrEF (heart failure with midrange ejection fraction; LVEF 40-50%) und
HFpEF (heart failure with preserved ejection fraction; LVEF>50%) [11]. Da diese
Entitaten eine unterschiedliche Gewichtung an atiologischen Risikofaktoren aufweisen
und Differenzen in ihrer Pathophysiologie haben, konnte die differenzierte Betrachtung
fur die Auswahl der Therapie und mdglicherweise auch die Prognose von Betroffenen
bedeutsam sein [1, 11-13].

Haufig fuhren bei HFrEF eine art. Hypertonie, KHK und Myokardinfarkte zur muskularen
Insuffizienz des Herzens [11]. Bei HFpEF hingegen haben art. Hypertonie, hohes Alter,
weibliches Geschlecht und Diabetes mellitus eine vorrangige Bedeutung in der
Entstehung der Herzinsuffizienz [11, 14-16]. Diese Gegebenheiten fihren dazu, dass die
Inzidenz von HFrEF auf Grund der besseren Infarktbehandlung in den Industrienationen
deutlich abnimmt, wahrend die von HFpEF stetig steigt [12, 17]. So ist die Inzidenz und
Pravalenz von HFpEF schon heute gréRer als die von HFrEF (>50%; ca. 1,7% der

Bevdlkerung [16])) und nimmt weiter zu [11, 17].

Trotz der hohen Pravalenz von HFpEF gibt es bis heute keine etablierte Therapie, die
das Uberleben der Patienten nachweisbar verbessern konnte. Das liegt vor allem daran,
dass die Pathophysiologie dieser Erkrankung noch wenig erforscht ist. Der hohe
Leidensdruck und die erheblich reduzierte Lebenserwartung der Patienten, sowie die
hohe Belastung des Gesundheitssystems machen diese Forschung dringend notwendig.

6.1.1 Herzinsuffizienz mit erhaltener Pumpfunktion

HFpEF ist per Definition dadurch gekennzeichnet, dass die prozentuale linksventrikulare
Ejektionsfraktion erhalten bleibt. Die gestérte und verminderte Fillung des linken
Ventrikels fuhrt jedoch trotzdem zu einem reduzierten Schlagvolumen und HZV [4, 11].
Die diastolische Fullung des linken Ventrikels auf ein normales enddiastolisches Volumen
ist nur mit erhéhten Fillungsdricken (LVEDP) maglich [3, 17]. Die Fillung der Ventrikel
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verschlechtert sich vor allem bei Belastung, da bei erhéhter Herzfrequenz die Dauer der

Diastole im Vergleich zur Systole abnimmt [18].

Die haufigsten Risikofaktoren fur das Auftreten von HFpEF sind ein unkontrollierter art.
Hypertonus, hohes Alter, weibliches Geschlecht, Niereninsuffizienz (kardiorenales
Syndrom bei bis zu 60% der Patienten) und das metabolische Syndrom [3, 11, 13, 15].
Das metabolische Syndrom beschreibt die Kombination von gestorter Glukosetoleranz
oder Diabetes mellitus Typ 2, abdomineller Adipositas, sowie Hyper- und Dyslipidamie.
Die Komponenten des metabolischen Syndroms sind bedeutende Risikofaktoren, da sie
in den Industrienationen bei nahezu einem Drittel der Bevolkerung vorhanden sind [19—-
21]. Weitergehend leiden Patienten mit HFpEF haufiger an Vorhofflimmern als Patienten
mit HFrEF [3, 22].

Typischerweise haben Patienten mit HFpEF eine konzentrische Hypertrophie des linken
Ventrikels mit erhéhter Wandstarke und verkleinerter Kammer, sowie eine Vergrol3erung
des linken Atriums, welche Zeichen der erhdhten Fullungsdriicke sind [22—-24].

Die aktuellen diagnostischen Kriterien von HFpEF umfassen:
1. Klassische Zeichen und Symptome der Herzinsuffizienz
2. Erhohte natriuretische Peptide (BNP>35 pg/ml und/oder NT-proBNP>125 pg/ml)
3. Normale oder geringfiigig reduzierte EF
4. Min. ein Kriterium der strukturellen Herzerkrankung (LA-Dilatation, LV-
Hypertrophie) oder einer diast. Dysfunktion (pathologischer LVEDP, PCWP, E/E’)
[11].

Fur die Diagnose HFpEF mussen eine schwere Lungen- oder Herzklappenerkrankung,
sowie eine myokardiale Ischamie durch koronare Herzerkrankung ausgeschlossen
werden [25]. Ein Uberblick tGber die Risikofaktoren und den Ph&notyp von HFpEF
verschafft Abbildung 3 (siehe 6.3).

Die vielfaltige Atiologie von HFpEF stellt eine bedeutende Hiirde fiir die Erforschung der
Pathophysiologie von HFpEF dar. Da der Anteil an durch das metabolische Syndrom
induzierter HFpEF vermutlich hoch ist, kommt der Erforschung dieser Atiologie ein

besonderer Stellenwert zu.
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6.2 Physiologie des Herzens: Die elektromechanische Kopplung

Die elektromechanische Kopplung (syn.: excitation contraction coupling, ECC) beschreibt
den Prozess von der elektrischen Erregung des Myokards bis zu dessen Kontraktion
(siehe Abb. 1). Dabei stellt Ca?*, als ubiquitarer Signaltransduktor, das verbindende Glied
zwischen Erregung und Kontraktion dar, da es der direkte Aktivator der Myofilamente ist
[26, 27]. Folglich hangt die kardiale Funktion in hohem Malf3e von der korrekten Interaktion

zwischen elektrischer Erregung, Ca?*-Homoostase und kontraktilem Apparat ab [28, 29].
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Abb. 1: Elektromechanische Kopplung; Abbildung modifiziert nach [30]

Die elektrische Erregung der Kardiomyozyte erfolgt durch die spannungsaktivierten Na*-
Kanale (v.a. kardialer Navis) [27, 31]. Sie sind durch ihr spannungsabhéngiges
Offnungsverhalten sowohl fir die Initiation als auch die Weiterleitung des
Aktionspotentials verantwortlich [27, 32]. Bei der elektrischen Erregung 6ffnet sich der
Navi.s schnell und verschiebt das Membranpotential in Richtung des Na*-Gleichgewichts
bei +60mV. Dieses wird jedoch nicht erreicht (nur sog. overshoot bis +20mV), da der
Navi.s sich ab einer Spannung von -40mV wieder zu schliel3en beginnt und deshalb die

Offnungsdauer nur ca. 1ms betragt [18, 33]. Durch die Depolarisation werden ab einer
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Membranspannung von -40mV die spannungsabhangigen L-Typ-Ca?*-Kanale (LTCC;
syn.. DHPR=Dihydropyridin-Rezeptor) gedffnet [26]. Diese bleiben langanhaltend
geodffnet und tragen zur Plateauphase des Aktionspotentials bei [18]. Die LTCCs sind vor
allem an den Sarkolemm-SR-Junktionen (syn.: Couplons, ,fuzzy space®, siehe Abb. 2)
lokalisiert [27, 34]. Das einstromende Ca?* fuhrt (iber die Ryanodin-Rezeptoren (RyRS)
zu einer Ca”*-induzierten Ca?*-Freisetzung aus dem eng benachbarten
sarkoplasmatischen Retikulum (calcium induced calcium release; CICR) [26, 27, 35]. Die
Summe aus dem von extrazellular einstromenden und dem aus dem SR freigesetzten
Ca?* fihrt zu einer Erhdhung der [Ca?*]i um das Hundertfache (10" mol/l im Vergleich zu
105> mol/l) [18]. Es bildet einen zytosolischen Ca?*-Transienten. Die Bindung von Ca?* an

das myofibrillare Regulatorprotein Troponin C I6st die Kontraktion aus [27].

X 3Na 2K Na'
/'\/
\ / (NCX) (\ATP ]l Ina Sarcolemma
—= . " /ﬁ
=
3
2K’
3Na

Sarcoplasmic
reticulum

2+

Ca

Abb. 2: Subsarkolemmaler fuzzy space. Hellgriin= Na* fuzzy space; dunkelgriin= Ca?* fuzzy space/
Sarkolemm-SR-Junktion [34]
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Fur die Relaxation muss die [Ca?']i wieder abfallen, um die Abdiffusion des Ca?* vom
TnC zu ermdoglichen [27]. Dafir muss Ca?* aus dem Zytosol entfernt werden, was
hauptsachlich durch die SR Ca?*-ATPase SERCA2a und den sarkolemmalen NCX
erreicht wird [26, 27]. Im Menschen tragt die SERCA2a zu 70% und der NCX zu 28% zur
Ca?*-Entfernung bei, wahrend es bei der Ratte 92% bzw. 7% sind [26]. Die restlichen 2%
bzw. 1% werden durch die sarkolemmale Ca?*-ATPase (PMCA) nach extrazellular, oder
durch den mitochondrialen NCX und den mitochondrialen Ca?*-Uniporter (MCU) in die
Mitochondrien befordert (slow-system) [26]. In den Mitochondrien fungiert Ca?* ebenfalls
als Signaltransduktor und reguliert den Zellmetabolismus entsprechend des
Energiebedarfs [35-37].

6.2.1 Schlusselstellen und Modulation der elektromechanischen Kopplung

Der sarkolemmale NCX transportiert 3 Na*-lonen gegen 1 Ca?*-lon uber die
Zellmembran, was einen elektrischen Gradienten verursacht [18, 35]. Der NCX kann im
Vorwarts-Modus (Ca?* Ausstrom und Na* Einstrom), sowie im Rickwarts-Modus (Ca?*
Einstrom und Na* Ausstrom) arbeiten [26, 27]. Bei hoher [Ca?*];, deutlich negativem
Membranpotential und niedriger [Na*]i (frihdiastolische Verhéltnisse) arbeitet der NCX
im Vorwarts-Modus, wéhrend er bei positivem Membranpotential und/oder hoher [Na*]i
im Ruckwarts-Modus arbeitet [18, 26, 27]. Daher fordert der NCX im normofrequenten
Bereich hauptsachlich die Ca?*-Extrusion aus dem Zytosol [26]. Bei hoheren Frequenzen
akkumuliert Na* durch den vermehrten Einstrom von Na* und die unzureichende NKA-
Kapazitat in der Zelle [27]. Der NCX arbeitet dann im Ruckwarts-Modus und speist das
SR mit extrazellularem Ca?* [29]. Das ist die Grundlage der positiven Frequenzinotropie,
auch Bowditch-Effekt genannt [29, 38]. Der NCX befindet sich vor allem an den
Sarkolemm-SR-Couplons in den T-Tubuli [27, 32] und ist mit der NKA-Isoform a2
kolokalisiert [35].

Das aus dem sarkoplasmatischen Retikulum freigesetzte Ca?* stellt den groRten Anteil
des Ca?*-Transienten dar [26, 29]. Daher fuhrt eine erhohte sarkoplasmatische [Ca?*]
direkt zu einer Erhohung der Amplitude des Ca?*-Transienten und umgekehrt, da die
[Ca?*]sk die Offenwahrscheinlichkeit des RyR beeinflusst [26]. Das sorgt fur eine
Homoostase der [Ca?*]sr, da bei niedriger [Ca?*]sr der CICR komplett ausfallen kann
[26]. Die [Ca?*]i bleibt dadurch niedrig, wodurch der NCX im Ruckwarts-Modus die
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erneute suffiziente Beladung des SR befordert [26]. Umgekehrt kann eine hohe [Ca?*]sr
auch zu spontanen Ca?*-Freisetzungen filhren und so ,aftercontractions” und
Arrhythmien triggern [39]. Die SERCAZ2a ist der effektivste Weg zur Ca?*-Extrusion aus
dem Zytosol und Ca?*-Wiederaufnahme in das SR [26]. Deshalb ist inre Expression und
Aktivitat hochstentscheidend fir den diastolischen Abfall der [Ca?*]i und damit fir die

Relaxation [27].

Die Starke des Herzschlages (gemessen an der Auswurfleistung) ist direkt von der
Amplitude und Dauer des Ca?*-Transienten abhangig und wird vor allem durch dessen
Modulation reguliert [26, 27]. Unter kdrperlicher Belastung oder in Stresssituationen muss
das Herzzeitvolumen an die erh6hten Anforderungen angepasst werden. Die Aktivierung
des sympathischen Nervensystems kann die Kontraktionskraft des Herzens durch die
Modulation des ECC erhdhen. Die p-adrenerge Stimulation (v.a. Bi-Adrenorezeptor) fuhrt
cAMP-PKA-vermittelt zu einer gesteigerten Ca?*-Freisetzung [26]. Die Phosphorylierung
der beteiligten lonenkanéle erhoht deren Leitfahigkeit und verstarkt dadurch auch den
CICR [18, 26]. Zusatzlich wird die Ca?*-Wiederaufnahme beschleunigt. Die
Phosphorylierung von Phospholamban (PLB), einem endogenen Inhibitor der SERCA2a
[18], fuhrt zu einer doppelten Inhibition und damit zu gesteigerter SERCA-Aktivitat [26,
29]. Deshalb kommt es auch zu einer starkeren Ca?*-Beladung des SR [18, 26, 29]. Durch
die Steigerung der Ca?*-Amplitude und -Wiederaufnahmegeschwindigkeit ist unter B-
adrenerger Stimulation sowohl die Kontraktionskraft (Inotropie) gestarkt, als auch die
Relaxation (Lusitropie) verbessert. Die erhdhte Lusitropie fuhrt zu einer verbesserten
Fillung der Ventrikel und tber den Frank-Starling-Mechanismus zu einer weiteren

Steigerung der Inotropie [18].

Die beschriebenen Mechanismen sind vulnerable Strukturen, sodass pathogene
Einflusse eine erhebliche Verschlechterung der myokardialen Funktion verursachen
kénnen. Sie konnen aber auch pharmakologisch, beispielsweise durch [(B-Rezeptor-
Agonisten (Suprarenin, Dobutamin etc.) oder 3-Blocker (bspw. Propranolol), beeinflusst
werden. Ein weiteres typisches pharmakologisches Target ist die NKA, welche durch
Herzglykoside gehemmt werden kann [27, 37]. Durch die NKA-Hemmung erhdht sich die
[Na*]i, was zu einer erhdohten NCX-Aktivitat im Ruckwartsmodus fuhrt [26, 27, 32]. Das
erhéht, die [Ca?*]i und die Speisung des SR mit Ca?* und folglich die Kontraktionskraft
[18, 29, 32].
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6.2.2 Stérung der elektromechanischen Kopplung bei Herzinsuffizienz mit

reduzierter Pumpfunktion

Bei HFrEF zeigen sich Stérungen im Ca?*-Handling und ECC der Kardiomyozyte. Und
da Ca?* der direkte Aktivator der Myofilamente ist, fihren diese Veranderungen

unweigerlich zur Stérung der Kontraktion und Relaxation [28].

Bei HFrEF kommt es zu einer Verminderung der Amplitude des Ca?*-Transienten bei
gleichzeitig erhohter diastolischer [Ca?*]i[26, 35, 39]. Das ist vor allem einer geringeren
Ca®*-Beladung des SR geschuldet, die durch eine Stérung der sarkolemmalen
lonenkanéle bedingt ist [26, 35, 40]. Vorrangig wird die Expression der SERCA2a
runterreguliert [39], wodurch es zu einem relativen Ubergewicht von PLB kommt [35].
Hinzu kommt, dass sich die RyR in einem hyperphosphorylierten Zustand befinden,
sodass ein AP-unabhangiges Ca?*-Leck ins Zytosol entsteht (fuzzy space; siehe Abb. 2)
[26, 34, 35, 39]. Zusatzlich ist die Geschwindigkeit der Ca?*-Freisetzung und -
Wiederaufnahme reduziert [26, 39]. Kompensatorisch steigt die Expression des NCX und
dessen Aktivitat im Vorwartsmodus [35, 39]. Daraus folgt eine weitere Entladung des SR
und eine Erhéhung der [Na*]i [35, 39]. Die hohe [Na']i fihrt durch die Rickwartsaktivitat
des NCX zu einem diast. Ca?*-Einstrom, was dyssynchronisierte Ca?*-Freisetzungen aus
dem SR triggert [35, 36]. Aul3erdem kommt es zu einer Abnahme der NKA-Aktivitat [35,
37, 39], die die weitere Akkumulation von Na* im Zytosol fdrdert und

Repolarisationsstorungen begtinstigt [31, 32, 36].

Die gestorte lonenhomdostase fuhrt durch den erhdhten ATP-Verbrauch der
lonenpumpen [35] zu einer enormen metabolischen Last [1]. Der Grof3teil der
verfigbaren Energie wird fur die Aufrechterhaltung der diast. Wandspannung bendétigt
und kann nicht mehr effektiv flr die Kontraktion genutzt werden [35]. Die metabolische
Last fuhrt zu einer vermehrten Aufnahme von Glukose, die durch anaerobe Glykolyse
verstoffwechselt wird [41, 42]. Dadurch kommt es zu einer intrazellularen Azidose, die
wiederum den NHE stimuliert und den Circulus vitiosus verstéarkt [27, 35-37, 43]. Die
gestorte  lonenhomobostase hat negative Effekte auf die mitochondriale
Energiebereitstellung, das oxidative Schutzsystem [32, 35] und die Genexpression der
Zelle [18, 44].
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6.3 Pathophysiologie von Herzinsuffizienz mit erhaltener

Pumpfunktion

Es ist davon auszugehen, dass sich die Pathophysiologie von HFpEF und HFrEF
grundlegend unterscheidet [45], da sich die etablierten Therapien fur HFrEF bei HFpEF
als wenig effektiv erweisen [11, 45, 46]. Bei HFpEF steht die gestorte diastolische Fillung
der Herzkammern im Zentrum des Krankheitsgeschehens. Fir die Entstehung und
Progression der Erkrankung nehmen aber auch die neurohumorale Dysregulation [3] und
das myokardiale Remodeling eine wichtige Rolle ein [23]. Sie stehen im engen kausalen
Zusammenhang mit den jeweiligen Risikofaktoren und Komorbiditaten des Patienten [4,
15]. Die Begleiterkrankungen erzeugen unter anderem eine systemische
Proinflammation und ein vermehrtes Aufkommen von oxidativem Stress, welche zu
funktionellen und strukturellen Schaden an Herz und Gefal3system fuhren (siehe Abb. 3)
[1, 4, 47]. Wie es genau zur Induktion von HFpEF durch die jeweiligen Risikofaktoren
kommt und vor allem welche spezifischen kardialen Strukturen geschadigt werden, ist

bisher kaum erforscht.
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Abb. 3: Pathogene Sequenz bei HFpEF; Abbildung modifiziert nach [1]

Die Diastole teilt sich in drei Phasen (siehe Abb. 4). In der frihen Entspannungsphase
(1) kommt es zu einer isovolumetrischen Relaxation (LVP sinkt bei gleichbleibendem
Volumen) der Kammern. Danach folgt die Fiullungsphase (2), in der der Druck in den
Kammern den in den Vorhofen unterschreitet und das Blut in die Ventrikel stromt. In
dieser Phase &@ndert sich das Volumen schnell, was durch die elastischen Ruckstellkréafte
der Extrazellular- (v.a. Kollagen und Elastin) und Intrazellularmatrix (v.a. Titin) bedingt ist
[18]. Die Fullungsphase dauert so lange an, bis sich der Druck im LV dem im LA
angeglichen hat. In der dritten Phase kommt es zur Kontraktion des linken Atriums,
wodurch die Fullung des linken Ventrikels weiter zunimmt [18]. Dies ist besonders bei

hoher Herzfrequenz und verklrzter Diastolendauer wichtig.
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Abb. 4: Herzzyklus. 5=frihe Entspannungsphase, 1=Fullungsphase, 2=Kontraktion des linken Atriums [48]

Die diastolische Dysfunktion ergibt sich aus der Stérung einer oder mehrerer
Komponenten der Fullungsphase. Der Fullungsprozess des Herzens hangt im
Wesentlichen von 3 Faktoren ab: Erstens von der frihdiastolischen Relaxation, die in vivo
als Zeitkonstante des LVEDP-Abfalls wéhrend der isovolumetrischen Relaxation
gemessen werden kann [29]. Wahrend dieses Prozesses dissoziiert Ca?* vom Troponin
C und stoppt damit den Querbriickenzyklus, wodurch die erneute Elongation des
Sarkomers und der Zelle ermdglicht wird [29]. Zweitens von der passiven Steifheit der
Zelle und der Zelle im Verbund: Darunter fallen Veranderungen der Proteinstrukturen auf
Sarkomerebene, sowie Interaktionen des Sarkomers mit der EZM [49, 50]. Ferner sind
hier auch die Zusammensetzung der EZM, des Perikards und die Ventrikelkonfiguration
relevant [1, 23, 24] (siehe 6.3.2). Und drittens von der synchronen Vorhofkontraktion nach
der isotonen Fillungsphase, fur dessen Beschreibung im Rahmen dieses Versuches ich
auf Bode et al. [51] verweise. Stérungen in diesen Bereichen fuhren dazu, dass héhere
Fullungsdricke (LVEDP, LAP) notwendig sind, um das EDV aufrecht zu erhalten [1]. Als
Anpassung an die erhtéhten Fillungsdricke und die chronische Volumenbelastung
kommt es unter Anderem zu einer Vergrof3erung des linken Atriums. Dieses Remodeling

(siehe 6.3.2) fuhrt spater zum vermehrten Auftreten von Vorhofflimmern und pulmonaler
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Hypertonie [1, 18, 52]. Die gestorte Diastole fuhrt im Besonderen auch zu einer
verminderten Steigerung des HZV bei hohen Frequenzen und einem verminderten

Ansprechen auf beta-adrenerge Stimulation bei Belastung [7, 52].

6.3.1 Neurohumorale Dysregulation

Die Organsysteme Herz, Blutgefal3e und Nieren sind eng miteinander verbunden. Die
Niereninsuffizienz und endotheliale Dysfunktion, beispielsweise durch einen
begleitenden Diabetes mellitus, stellen bedeutsame Risikofaktoren fir das Auftreten von
HFpEF dar [1, 53]. Die o.g. Organsysteme sind Uber drei neurohumorale Achsen

miteinander verbunden, die bei HFpEF pathologisch aktiviert sind [3].

Durch den langfristig erhohten Sympathikotonus (1) bei Herzinsuffizienz nimmt die Bi-
Rezeptorendichte am Herzen ab (Downregulation) [13], sodass die extrakardialen Effekte
der Katecholamine Uberwiegen und es zu einer Verschlechterung der Hamodynamik
kommt [2, 18]. Die periphere Vasokonstriktion fihrt zum einen zu einer gesteigerten
Nachlast und zum anderen zu einer verminderten Durchblutung der Nieren [18]. Daraus
folgt die Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) und die
Freisetzung von Vasopressin (2) [3], was zu einer Volumeniberladung fuhrt und die
Hamodynamik zusétzlich verschlechtert [2, 18]. AuRerdem fihrt die neurohumorale
Dysregulation zu molekularen und makroskopischen Umbauprozessen an Herz und
Gefal3system, die unter dem Begriff Remodeling zusammengefasst werden [18, 23]. Ob
bei HFpEF der Dysregulation von SNS und RAAS ein ahnlich grof3er Stellenwert in der
Pathophysiologie wie bei HFrEF zukommt, steht noch zur Diskussion.

Die dritte Achse bilden die natriuretischen Peptide ANP, BNP und CNP (3). Sie wirken
allesamt vasodilatatorisch, natriuretisch-diuretisch und hemmen das SNS (1) und RAAS
(2) [3]. Zusatzlich hemmen sie die Zellproliferation und die Gerinnung [3]. Vermittelt
werden diese Effekte Gber PKG-abhéngige Signalwege, dessen Aktivierung man sich
auch therapeutisch zunutze machen kann [3, 12, 22]. Der Schweregrad der
Herzinsuffizienz korreliert mit dem BNP-Spiegel, sodass dieser diagnostisch genutzt wird
(siehe Diagnosekriterien, 6.1.1) [11]. Bei Herzinsuffizienz nimmt die Wirksamkeit der

natriuretischen Peptide ab, da teilweise nur inaktive Fragmente sezerniert werden [2, 3].
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Letztich kommt es durch die Herzinsuffizienz an sich, als auch durch die
Begleiterkrankungen, zu einem Anstieg verschiedener Entziindungsfaktoren wie z.B. IL-
6 und TNF-a [1, 3, 47]. Infolge dessen kommt es vor allem im Gefal3system zur
vermehrten Bildung von Sauerstoffradikalen und zur verminderten Sekretion von NO im
Endothel [4, 24, 47]. Dadurch kommt es zu einer verminderten Aktivierung der PKG im
Myokard [1, 4, 22], welche eine Reihe protektiver Effekte fur das kardiale Remodeling hat
[3, 4]. Die Proinflammation scheint fur die Genese von HFpEF von besonderer Bedeutung
zu sein [1, 47].

6.3.2 Myokardiales Remodeling und Hypertrophie

Durch die chronische Druckbelastung des linken Ventrikels und die neurohumorale
Dysregulation kommt es zum myokardialen Remodeling [2, 3, 23]. Dieses beschreibt bei
HFpEF in erster Linie die konzentrische Hypertrophie mit Veranderung der Geometrie
des linken Ventrikels [23]. Dem liegt eine Hypertrophie der einzelnen Kardiomyozyten
und eine vermehrte interstitielle Fibrose zugrunde [1, 23]. Es kommt sowohl zu einer
Zunahme des Kollagengehalts, als auch zu einem relativen Kollagen-I-Uberschuss und
starkerer Quervernetzung [1, 23]. Der Kollagen-Turnover ist verlangert, da es zu einer
Erh6éhung von Inhibitoren der Matrix-Metalloprotease-1 kommt [52]. Bei HFpEF sind
erhohte Gewebespiegel von TGF-f und anderen Entzindungsmediatoren wie IL-6 und
TNF-a nachweisbar. Sie werden aus Monozyten freigesetzt und fihren zur Fibroblasten-
und Makrophagenaktivierung [1, 3, 4]. Die konsekutive Fibrose, Verédnderung der
Ventrikelgeometrie und relative Abnahme des kontraktilen Gewebes filhren zur
diastolischen Funktionsstorung [4, 23]. Das Ausmald der Hypertrophie ist mit einem
schlechteren Outcome der Patienten assoziiert und stellt einen eigenen Risikofaktor dar
[23]. Eine konzentrische linksventrikulare Hypertrophie ist ein starker Pradiktor fur eine
diastolische Funktionsstorung und ist gleichzeitig die haufigste strukturelle Veranderung
des Herzens bei HFpEF [13, 23].

Auf Sarkomerebene kann eine veranderte Titin-Isoform-Expression oder die
posttranslationale Phosphorylierung von Titin zu einer gestorten Relaxation fihren [49].
Auf zellularer Ebene bestimmt das Protein Titin im Wesentlichen die passive Steifigkeit
[1, 17]. Es hat eine elastische Region, die als molekulare Springfeder agiert [54]. Dadurch

generiert es einerseits die passive Kraft bei Dehnung der Kardiomyozyten und
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andererseits erzeugt es die elastischen Ruckstellkrafte auf Sarkomerebene, wenn die
Kardiomyozyten wéahrend der Kontraktion gestaucht werden [24, 54]. Gerade letztere
Funktion ist fur die frihe Phase der Diastole von Bedeutung. In Patienten mit HFrEF und
HFpEF wurde eine erhthte Expression der weniger steifen N2BA-Isoform gefunden,
welches wahrscheinlich ein Kompensationsmechanismus gegen die erhdhte Steifigkeit
der EZM ist [17, 54]. In Tiermodellen von HFpEF wurden teilweise kleine N2BA/N2B-
Ratios gefunden, sodass der Isoform-Shift wohl auch von der Atiologie abhangt [49, 54].
Zusatzlich kommt es bei HFpEF durch eine erh6hte PKCa- und verminderte PKA- und
PKG-Aktivitat zu einer Anderung des Phosphorylierungsmusters, was zu einer

verminderten Compliance des Springfederelements fihrt [1, 4, 49, 50, 54].

Durch die Anderung der kardialen Genexpression kommt es zum elektrischen
Remodeling, bei dem sich die Anzahl und das Muster der lonenkandle im
Reizleitungssystem andert [18]. Ein groRRer Teil der Patienten mit HFpEF entwickelt im
Verlauf ein Vorhofflimmern, welches die diastolische Fillung der Ventrikel zusétzlich
verschlechtert [1, 11, 18].

6.3.3 Storung der elektromechanischen Kopplung und Myofilament- Ca?*-

Sensitivitat

Die Diastole ist auf zellularer Ebene hauptsachlich durch den Abfall der [Ca?*]i bestimmt
[26, 29]. Da die Entfernung des Ca?* aus dem Zytosol durch energieabhangige
Transporter (v.a. SERCA2a und NCX) bewerkstelligt wird, ist die Diastole anfallig fur
Veranderungen im kardialen Metabolismus [4, 42]. Die Diastole hangt ebenfalls von der
Kq der Myofilamente ftir Ca2* ab, welche durch die Bindungsaffinitat vom TnC zum Ca?*
bestimmt wird [49, 55]. Storungen dieser Mechanismen und Strukturen kénnten die
diastolische Dysfunktion bei HFpEF erklaren. Jedoch sind sie im Kontext von HFpEF

bislang kaum untersucht.

Die bisher durchgefiihrten Untersuchungen der Ca?*-Homoostase von Kardiomyozyten
bei HFpEF lieferten teilweise widersprichliche Ergebnisse, sodass dessen Bedeutung
fur die Pathogenese noch nicht klar ist. Es zeichnet sich ab, dass die Beeintréachtigung
der elektromechanischen Kopplung stark vom untersuchten Krankheitsmodell abhangt.

Es konnten Veranderungen der [Ca?]i als auch der Ca?*-Transientenkinetik
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nachgewiesen  werden, die auf Anderungen der Expressions-  und
Phosphorylierungsmuster der Schliisselproteine des Ca?*-Handlings zurtickzufiihren
sind [45, 53]. Die gestorte Ca?*-Homdostase fuihrte in den bisherigen Versuchen ebenfalls
zu einer veranderten kontraktilen Funktion der Kardiomyozyten [45, 53]. Zusatzlich zeigte
sich eine erhohte Proarrhythmogenitat, die durch spontane und dyssynchrone Ca?*-

Freisetzungen aus dem SR gekennzeichnet zu sein scheint [45, 53].

Obwohl der direkte Nachweis einer erhohten [Na*]i bei HFpEF bisher nicht gelang, ist
eine Storung der Na*-Homdostase als Mitursache eines gestdrten ECC wahrscheinlich.
Dies geht vor allem aus den Beobachtungen der Behandlung von HFpEF mit SGLT-
Inhibitoren hervor (siehe 6.5.1). SGLT-Inhibitoren greifen in den kardiomyozytaren
Metabolismus und in die Na*-Homoostase durch NHE-Inhibition ein [56]. Der
kardiomyozytare Metabolismus und die [Na*]i beeinflussen sich gegenseitig und haben
einen synergistisch nachteiligen Effekt auf die Kontraktions-Relaxationskopplung. Es
konnte durch einen gestorten Zellstoffwechsel zu einem reduzierten Pool an
Reduktionsaquivalenten (v.a. NADH und FADH2) und zu einer verminderten Elimination
von ROS kommen [35, 41]. ROS haben wiederum weitreichende Effekte auf das ECC,
da die meisten lonenkandle und -transporter redox-sensibel sind [35]. Letztlich
begilinstigen ROS auch das kardiale Remodeling, da sie eine Reihe von Signalwegen
aktivieren, die Hypertrophie, Fibrose und Apoptose induzieren [35, 42, 47]. Eine

Zusammenschau der vermuteten Stérungen im ECC bei HFpEF zeigt Abbildung 5:
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Abb. 5: Hypothetische Stérungen des ECC bei HFpEF [37]

Die Ca?*-abhangige Aktivierung des Kontraktionszyklus wird durch den kardialen
Troponin-Komplex vermittelt. Der Troponin-Komplex besteht aus 3 Untereinheiten, die
jeweils ihre eigene Funktion haben, sich aber auch gegenseitig in ihrer Aktivitat
modulieren [55]. Troponin C (TnC) bindet das Ca?*, Troponin T (TnT) ist fest an
Tropomyosin gebunden und Troponin | (Tnl) stellt die inhibitorische Einheit dar, die den
Querbritickenzyklus bei niedriger [Ca?*]i unterdriickt (siehe Abb. 6) [55, 57, 58]. Wenn
Ca?* in der Systole ansteigt, bindet es in der regulatorischen Bindungstasche des TnC.
Dies lost eine Konformationsanderung des TnC an seinem N-Terminus aus, der mit dem
regulatorischem C-Terminus des Tnl interagiert [55, 58]. Dadurch bewegt sich der
inhibitorische Teil des Tnl und lost Tropomyosin aus der Myosin-Tasche des
Aktinfilaments [29, 55, 58, 59]. Die Bindungsstelle fiir das Myosinképfchen wird freigelegt
und der Querbriickenzyklus kann beginnen (siehe Abb. 6). In der Diastole sinkt die [Ca?*];
ab und Ca?* l6st sich vom TnC [55]. Die folgende Konformationsénderung im Tnl und
TnT positioniert Tropomyosin wieder in seiner inhibitorischen Position auf dem Aktin-
Filament und initiiert die Relaxation [29, 55]. TnT organisiert den Troponin-Komplex und
fixiert ihn auf dem dinnen Filament [58]. Teilweise tragt auch Tnl durch die Bindung an

Tropomyosin zu dieser Fixierung bei [58].
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Abb. 6: Struktureller Aufbau des Sarkomers; Abbildung modifiziert nach [60]

Die Starke der Kontraktion und Geschwindigkeit der Relaxation wird neben der
Morphologie des Ca?*-Transienten auch durch die ,Gate-keeper“-Funktion des Troponin-
Komplex bestimmt [26]. Das hierfir entscheidende Mal ist die Affinitdit vom TnC zum
Ca?* [29, 57]. Die Ka des TnC ist ein Teilaspekt der Myofilamentsensitivitat, die die Starke
der Kontraktion pro Ca?*-Einheit darstellt. Die Myofilamentsensitivitat des Troponin-
Komplex wird dynamisch von Schlag zu Schlag moduliert, wie es das Frank-Starling-
Gesetz beschreibt [26, 57, 61]. Eine erhdhte Vorlast fuhrt zu einer Streckung der
Sarkomere, was die Interaktion von Aktin und Myosin verbessert und die
Kontraktionskraft pro Ca?*-Einheit erhoht [30, 57, 58]. Die Myofilamentsensitivitat kann
auch langfristig reguliert werden und Ursache von pathologischer Kontraktion und
Relaxation sein. Genetische Mutationen [57, 62], ein Isoform-Switch, posttranskriptionale
Modifikation durch alternatives Splicen oder posttranslationale Modifikation im Troponin-
Komplex konnen die kontraktile Funktion weitreichend beeinflussen [29, 55, 58]. Die

posttranslationale Phosphorylierung ist funktionell am bedeutendsten [58].

Die Ca?*-Affinitat vom TnC wird hauptsachlich durch die Interaktion mit Tnl und TnT
moduliert [29]. Es sind bis heute keine posttranslationalen Modifikationen am TnC
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bekannt [29]. Die Phosphorylierung von Tnl hat unter physiologischen als auch
pathologischen Bedingungen eine hohe Bedeutung fir die Myofilamentsensitivitat [63].
Tnl wird durch die Proteinkinasen PKA, PKC und PKG in spezifischen Mustern
phosphoryliert, wodurch die Myofilamentsensitivitat verandert werden kann [49, 58, 59].
TnT wird nur von der PKC phosphoryliert [58]. Der Effekt auf die Myofilamentsensitivitét
ist jedoch stark von der PKC-lsoform abhangig, aber verringert tendenziell die

Myofilamentsensitivitat [58].

Weiterfuhrend wird die PKA-Aktivitat in der Mikrodomane der Myofibrille durch den cAMP-
Abbau der PDE3 moduliert, die dadurch auch Einfluss auf die Myofilamentsensitivitat hat
[64].

Troponine reagieren hoch sensibel auf pH-Wert-Veranderungen [58]. Bei hoher [H*];,
Phosphat-, sowie Mg?*-Konzentration ist die Myofilamentsensitivitat reduziert, da die
lonen um die Bindungsstelle am TnC konkurrieren [26]. Das tragt zum Beispiel bei einer
kardialen Ischamie zu einer massiv reduzierten Myofilamentsensitivitat bei [65], aber

auch bei HFpEF ist die intrazellulare Azidose von Bedeutung [26].

Ein weiteres Schlusselprotein in der Regulation der Myofilamentsensitivitdt ist das
Myosin-binding-Protein-C (MyBP-C). Es ist an das dicke Filament in der C-Zone des
Sarkomers angelagert, also dort, wo der Querbriickenzyklus (C=crossbridge) stattfindet
[66]. Es interagiert mit Myosin und Titin und sichert als Strukturprotein die korrekte
Positionierung des dicken Filaments zwischen den dunnen Filamenten (siehe Abb. 6)
[66]. Es beeinflusst aber auch durch die Bindung an das leichte Meromyosin, welches
das Ruckgrat des dicken Filaments darstellt, die Kontraktion [66]. MyBP-C ist eine
,Bremse* fur den Querbrickenzyklus, da es die Aktivitat der Actomyosin-ATPase
reduziert [67]. Eine Phosphorylierung hingegen fiihrt zu einer doppelten Inhibition, sodass
die Actomyosin-ATPase desinhibiert wird und die Geschwindigkeit des
Querbrickenzyklus zunimmt [63, 66, 67]. MyBP-C l6st sich durch Phosphorylierung vom
Myosin und gibt dem Myosinkdpfchen mehr Flexibilitat und Bewegungsfreiheit [67]. Das
ist gleichbedeutend mit einer Erh6hung der Myofilamentsensitivitat, wodurch die Inotropie
auf Kosten der Lusitropie zunimmt. MyBP-C wird typischerweise von der PKA

phosphoryliert, kann aber unter pathologischen Bedingungen auch durch die PKC
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phosphoryliert werden [63, 66]. Genetische Mutationen im MyBP-C sind bei der HCM
haufig [66, 67].

Es ist moglich, dass Anderungen der Myofilamentsensitivitat eine wesentliche Rolle in
der Pathogenese der diastolischen Funktionsstérung einnehmen, da selbst im gesunden
Herzen das Relaxationsverhalten erheblich durch die aktive Steifigkeit beeinflusst wird.
Die Untersuchung der Myofilamentsensitivitdt tragt daher zum pathophysiologischen
Verstandnis der gestorten Relaxation bei HFpEF bei.

6.4 Bedeutung von Diabetes fiir die Pathogenese von Herzinsuffizienz

mit erhaltener Pumpfunktion

Ein Diabetes mellitus Typ 2 erhdht das Risiko fur HFpEF um das 2,5-fache [43, 68] und
stellt im Hinblick auf die weltweite Adipositas-Epidemie einen bedeutenden Risikofaktor
dar [19, 20]. Heute haben ca. 20% der Menschen mit Herzinsuffizienz einen T2DM [43].
In der Kohorte der wegen Herzinsuffizienz Hospitalisierten steigt diese Rate auf bis zu
40% an [43]. Dartiber hinaus hat T2DM enorme Folgen fur die Prognose dieser Patienten
[21]. Herzinsuffizienzpatienten mit einem begleitenden T2DM haben, im Vergleich zu
Patienten ohne Diabetes, ein um 75% erhdhtes Risiko durch ein kardiovaskuléres

Ereignis zu versterben [43].

Diabetes kann auch ohne zusétzliche Risikofaktoren Ursache einer Kardiomyopathie sein
[43, 69]. Diese wird als diabetische Kardiomyopathie bezeichnet und hat einen
restriktiven, HFpEF-&hnlichen Phanotyp [43, 70]. Die diabetische Mikroangiopathie des
Herzens, welche durch endotheliale Dysfunktion und Inflammation gekennzeichnet ist
[15, 43], und die Hyperinsulinamie fuhren zu einem umfassenden Remodeling mit
Hypertrophie [15, 70]. Herzen mit diabetischer Kardiomyopathie zeigen typischerweise
eine erhohte Steifigkeit des LV und eine diastolische Funktionsstérung, wie man sie auch
bei HFpEF findet [43]. Hyperglyk&mie, Hyperinsulindmie und Lipotoxizitat fihren zu einer
vermehrten Fibrose und Bildung von advanced glycation end products (AGE), die das
Kollagen-Crosslinking verstarken [17, 43, 71]. Das Ausmal3 der diastolischen Dysfunktion
korreliert mit der Hohe des HbA1C, dem Nichternblutzucker, BMI und weiteren Markern
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der Insulinresistenz [43]. Die Ejektionsfraktion ist bei diesen Patienten meist nicht
beeintrachtigt [43, 69].

Diese Uberschneidungen im Phanotyp und in der Pathogenese, lassen eine hohe
Bedeutung von Diabetes bei HFpEF vermuten [68]. Daher konnte die pathologische

Stoffwechsellage ein effektiver Ansatz zur Therapie von HFpEF sein [68, 71].

6.4.1 Storung des kardialen Metabolismus und der elektromechanischen

Kopplung

Zur Deckung des Energiebedarfs werden im gesunden Herzen ca. 70% freie Fettsduren
und 30% Glukose verstoffwechselt [41, 43]. Diese Verteilung ist hoch variabel. Sie wird
durch den Randle Zyklus reguliert, in dem FFAs und Glukose miteinander konkurrieren
[41]. Bei erhohtem Energiebedarf kann der Stoffwechsel in Richtung Glukose-
Metabolismus verlagert und dadurch die O2-Effizienz gesteigert werden. Die Aufnahme
von Glukose in die Zelle kann Uber den GLUT1, GLUT4 (zu geringen Anteilen auch tber
andere Transporter der GLUT-Familie) und SGLT-1 erfolgen [71, 72], wobei im gesunden
Herzen der GLUT4 flr 70% der Glukoseaufnahme verantwortlich ist [72]. GLUT4 wird in
intrazellularen Membranvesikeln gespeichert und kann je nach Energiebedarf (durch die
Kontraktion via AMPK) oder durch Insulinfreisetzung an die Membran befordert werden
[61, 72, 73]. GLUTL1 befindet sich hingegen fast dauerhaft an der Membran und wird nur
durch langfristige Hungerzustande oder Ischamie reguliert [72]. GLUT1 sorgt fur die

basale Glukoseaufnahme [61, 72].

Sowohl GLUT1 als auch GLUT4 sind bei Herzinsuffizienz und Diabetes vermindert
exprimiert [71, 72, 74]. Hingegen ist die Expression von SGLT-1 um fast das Zweifache
kompensatorisch gesteigert [71, 75]. Das weist darauf hin, dass die Bedeutung des
SGLT-1 fur den kardialen Metabolismus in pathologischen Konstellationen zunimmt [74].
Einhergehend fuhrt die Erhéhung der SGLT-1-Expression zu einer gesteigerten Na*-
Aufnahme in die Zelle [37, 75].

Bei Diabetes wird durch die Insulinresistenz die Aufnahme von Glukose in die Zelle
vermindert [1, 41]. Kompensatorisch werden vermehrt FFAs aufgenommen (thrifty

substrate hypothesis) [1, 41, 70]. Dadurch kommt es zu einer Aktivierung des
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Transkriptionsfaktors (PPAR)-a und zu einer Steigerung der Expression der Proteine der
FFA-Oxidation [41-43, 71]. Die metabolische Flexibilitdt wird stark eingeschrankt, da
vorrangig nur noch FFAs metabolisiert werden konnen (siehe Abb. 7) [71, 72]. Das
verstarkt den Energiemangel im geschadigten Herzen zusatzlich, da die FFA-Oxidation
11% mehr Oz bendtigt als die Glukose-Oxidation [43, 72]. FFAs induzieren das
mitochondriale uncoupling Protein 3 (UCP3) durch (PPAR)-a, wodurch die mitochondriale
Energiegewinnung noch ineffizienter wird [43]. Parallel fuhrt die systemische
Substatuberladung durch die Insulinresistenz (mehr Lipolyse, sowie hepatische Lipo- und
Gluconeogenese) zu Schaden am Herzen durch Lipo- und Glukotoxizitat [15, 41, 43]. Es
ergibt sich ein direkter Zusammenhang von hohen FFA Plasmaspiegeln und diastolischer
Dysfunktion [43].

Healthy
heart

Diabetic
heart

Glucose

Abb. 7: Substratbalance des kardialen Metabolismus [73]

Die Entgleisung des kardiomyozytdren  Metabolismus beeintrachtigt die
lonenhomoostase der Zelle (siehe 6.2.2 und 6.3.3). Man findet bei der diabetischen
Kardiomyopathie einen verminderten Ca?*-Gehalt des SR, eine verminderte Amplitude
der Ca?*-Transienten und eine erhohte [Na*]i [37, 43, 75]. Ob es bei durch das
metabolische Syndrom induzierter HFpEF ahnliche pathologische Veranderungen des
myokardialen Stoffwechsels gibt, ist bislang nicht bekannt.
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Durch die endotheliale Dysfunktion kommt es zu einer Stérung des NO-GC-cGMP-PKG-
Wegs [1, 4]. Die bereits beschriebene Hypophosphorylierung der Myofilamente kénnte
zur Erh6hung der aktiven (Tn-Komplex) und passiven Steifigkeit (Titin) fuhren. Die
begleitende Hyperinsulinamie hemmt die PKA-Aktivitat, sodass dieser Effekt verstarkt
wird [76]. Gleichzeitig ist bei T2DM durch die Hyperglykdmie-induzierte Mehrsynthese
von Diacylglycerol die PKC hochreguliert, sodass es durch Phosphorylierung von Tnl und
TnT an den PKC-Phosphorylierungsstellen zu einer  Reduktion  der
Myofilamentsensitivitat kommt [69, 77].

Bei Diabetes kommt es zur Akkumulation von advanced glycation end produkts (AGE).
Eines davon ist Methylglyoxal, das als Nebenprodukt der Glycolyse anfallt [78].
Methylglyoxal ist in der Lage, Proteine an Argininen und Lysinen zu modifizieren [78].
Unter anderem betrifft das auch die Myofilamente bei Patienten mit T2DM und
Herzinsuffizienz [29]. Methylglyoxal bindet vor allem an Aktin und die schwere Kette des
Myosins. Es kommt zu einer Fehlausrichtung der Myosinképfchen, wodurch die
Myofilamentsensitivitdt abnimmt [78]. Eine O-Glykosylierung am Tnl fuhrt ebenfalls zur

Abnahme der Myofilamentsensitivitat [29].

6.5 Therapie von Herzinsuffizienz mit erhaltener Pumpfunktion

Die klassische Herzinsuffizienztherapie fir HFrEF hat sich in Bezug auf Mortalitat,
Morbiditat und Hospitalisierungsrate bei HFpEF als wenig effektiv erwiesen [11, 24, 46].
Es gibt bis heute keine etablierte Therapie, die das Uberleben der Patienten mit HFpEF
verbessern konnte [11, 46]. Deshalb wird bisher nur symptomatisch behandelt, um die
Lebensqualitat der Betroffenen zu verbessern. Hierbei gilt es die Flussigkeitsretention zu
vermindern und das Herz durch Frequenzkontrolle und Einstellung einer optimalen
Vorhofkontraktion zu entlasten, um akuten Dekompensationen vorzubeugen [7, 12, 16].
Des Weiteren sollten vorhandene Komorbiditaten behandelt werden, um die
Komplikations- und Hospitalisierungsrate zu senken [12, 24]. Die Behandlung der
Begleiterkrankungen, die einen Risikofaktor fur HFpEF darstellen, koénnte das

Fortschreiten der Erkrankung verlangsamen.
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Nach den aktuellen européischen Leitlinien (ESC, 2016 [11]) ist der Einsatz von typischer
Herzmedikation wie [B-Blocker, Nitrate, Herzglykoside, PDE-5-Hemmer und
Kalziumantagonisten bei HFpEF nicht vorteilhaft [7, 16]. Es wird lediglich die Therapie
der Flussigkeitsretention mit Diuretika (Empfehlungsgrad 1B) und die Abklarung und
Behandlung von Komorbiditaten (Empfehlungsgrad IC) empfohlen [11, 12]. In ersten
Studien konnten deutliche Unterschiede zwischen Préparaten einer Substanzklasse
gezeigt werden, sodass die Auswahl des jeweiligen Wirkstoffs madglicherweise
bedeutsam ist. Beispielsweise konnte ein Vorteil von Torasemid im Vergleich zu
Furosemid validiert werden [7]. Torasemid greift in den Kollagenstoffwechsel ein und hat
Einfluss auf die kardiale Fibrose und diastolische Funktion [7]. Ein weiteres Beispiel ist
der Aldosteronantagonist Spironolacton. Dieser wirkt sich positiv auf eine Fibrose und
Hypertrophie aus und verbessert ebenfalls die Diastole [79]. In Studien (ALDO-DHF-
Studie [80], TOPCAT-Studie [81]) konnte eine Reduktion der Hospitalisierungsrate mit
Spironolacton gezeigt werden. Da diese Studien ihre Endpunkte teilweise nicht erreicht
haben und die Fallzahlen mitunter gering sind, kann hier noch keine generelle
Empfehlung ausgesprochen werden. Die sich zurzeit in der Rekrutierungsphase
befindende SPIRIT-HF-Studie kénnte hier Klarheit schaffen.

In Phase-II-Studien (proof-of-concept) konnten positive Effekte von Ivabradin (I+-Kanal-
Blocker) [82], Ranolazin (Hemmer des spaten Na*-Einstroms, RA-LI-DHF-Studie [83])
und LCZ 696 (kombinierter AT1-Rezeptorantagonist und Neprilysin-Inhibitor; ARNI,
PARAMOUNT-Studie [84]) bestatigt werden. In der folgenden Phase-llI-Studie mit LCZ
696 (PARAGON-HF-Studie [85]), dessen Ergebnisse auf dem Kongress der
Europaischen Gesellschaft fur Kardiologie (ESC) 2019 vorgestellt wurden, konnte keine
Wirksamkeit in Patienten mit erhaltener Ejektionsfraktion nachgewiesen werden. Die
Ergebnisse der Phase-lll-Studie fur Ivabradin (EDIFY-Studie) im grof3en

Patientenkollektiv stehen noch aus.

Korperliche Aktivitdt schitzt vor dem Auftreten von HFpEF und verbessert die
Leistungsfahigkeit der Betroffenen, jedoch steht das Ausmal} der idealen Belastung noch
zur Diskussion [12, 16]. Weiterfluhrend gibt es experimentelle Ansatze zur Device-

Therapie (linksatrialen Dekompression mittels interatrialer Shuntanlage).
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6.5.1 Inhibitoren des Natrium-Glukose-Cotransporters

Natrium-Glukose-Cotransporter (SGLT) sind eine Carrier-Proteinfamilie, die Na*-lonen
zusammen mit Glukose Uber Membranen transportieren. Sie sind ubiquitar im Korper
vorhanden und haben mindestens 6 Isoformen [74]. lhre Aktivitdt ist durch den
elektrochemischen Gradienten von Na* bestimmt und daher an die NKA-Aktivitat auf der
basolateralen Seite gekoppelt [41, 74]. Die metabolisch relevantesten SGLTs sind SGLT-
1 und SGLT-2. SGLT-1 wird vor allem in distalem Dunndarm, Niere, Leber, Lunge, und
in den Koronarkapillaren ausgebildet [41]. AulRerdem wird SGLT-1 in erheblichem Mal3e
auf dem Sarkolemm von Kardiomyozyten exprimiert [74, 86]. SGLT-2 befindet sich
hauptsachlich im ersten und zweiten Abschnitt des proximalen Tubulus der Niere und in
den a-Zellen des Pankreas [41]. Es gibt keinen SGLT-2 in Kardiomyozyten [86].

In der Niere resorbiert SGLT-2 ca. 80-90% der filtrierten Glukose des Primarharns [41].
SGLT-1 resorbiert im dritten Abschnitt des proximalen Tubulus beinahe den gesamten
Rest [70, 74]. Die Abwesenheit von SGLT-2 (Gen-Knockout) sorgt fur die Exkretion von
ca. 30% der filtrierten Glukose [74]. Das bedeutet, dass die SGLT-1-Aktivitat
kompensatorisch steigt, wenn die Glukose-Konzentration im dritten Segment des
proximalen Tubulus erhoht ist. Der SGLT-1 hat eine hohe Affinitat zu Glukose und eine
kleine Transportkapazitat, wahrend der SGLT-2 wenig affin ist, aber mit einer hohen
Kapazitat Glukose transportieren kann [70]. Eine kombinierte Abwesenheit von SGLT-2
und SGLT-1 sorgt fur eine Urin-Glukose-Extraktion von ca. 90% [74].

Die bislang pharmakologisch entwickelten und z.T. klinisch getesteten SGLT-Inhibitoren
sind groRtenteils Inhibitoren mit verschieden hoher Affinitdt zum SGLT-2 und geringer
bis nicht relevanter Affinitat zum SGLT-1 [87]. Der bekannteste Vertreter dieser
Substanzgruppe ist Empagliflozin, der grol3e Erfolge in klinischen Studien erzielen konnte
und bereits mit einer lla/B-Empfehlung fur die Pravention von symptomatischer
Herzinsuffizienz bei Risikopatienten mit Diabetes in die ESC-Leitlinien eingegangen ist
[11]. In der EMPA-REG-OUTCOME-Studie [88] konnte der SGLT-Inhibitor mit hoher
Affinitdt zum SGLT-2 das relative Risiko fur Tod durch kardiovaskulare Ereignisse und
die Hospitalisierungsrate auf Grund von Herzinsuffizienz um 38% bzw. 35% senken [88].
Empagliflozin wird bislang als Add-on-Therapie zu Metformin bei Diabetes eingesetzt
[12].
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Es gibt mehrere Hypothesen, die den positiven Effekt auf das kardiovaskulare Outcome

erklaren sollen. Die SGLT-2-Inhibition in der Niere fuhrt zu einer verstarkten Glukosurie,

Natriurese und Diurese [41, 70]. Dies bewirkt einerseit seine verbesserte Blutglukose-

Kontrolle bei fehlendem Hypoglykadmierisiko [41, 70, 74] und andererseits eine

Volumenkontraktion, welche das Herz entlastet und kardiale Odeme mindert [41, 70].

Unter der Therapie mit Empagliflozin kann eine durchschnittiche Erhéhung des
Hamatokrit um ca. 5% beobachtet werden [88]. Zusatzlich bewirkt die SGLT-2-Blockade

eine Reduktion der viszeralen Adipositas, Hyperinsulindmie, Blutdruck, Albuminurie und

arterieller Wandverhartung [41, 70]. Eine Zusammenfassung des Wirkungsprofils von
SGLT-2-Inhibtoren ist in Abbildung 8 zu sehen.
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Abb. 8: Wirkungsprofil von SGLT-2-Inhibitoren [86]
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SGLT-Inhibitoren sind bislang die einzigen Antidiabetika am Markt, die die
kardiovaskuléare Mortalitat und Hospitalisierungsrate in relevantem Mal3e senken kdnnen
[15]. Es ist jedoch anzumerken, dass diese Reduktion bei anderen SGLT-Inhibitoren als
Empagliflozin deutlich geringer ausfallt, obwohl die Effekte auf HbAlc, Kérpergewicht und
Blutdruck vergleichbar sind [41, 74]. Daher gibt es wohl keinen Substanzklasseneffekt
bei SGLT-2-Inhibitoren [12]. Das macht es wahrscheinlich, dass der direkte Effekt von
Empaglifiozin auf das Herz — und eher weniger die Glukosekontrolle und
Volumenkontraktion — fir die Verbesserung des kardiovaskularen Outcomes ursachlich
ist [41, 56, 89].

Bislang konnten die folgenden Effekte zum Grol3teil nur bei Behandlung mit Empagliflozin
nachgewiesen werden. Daher bezieht sich der folgende Abschnitt exemplarisch auf

Empagliflozin, als bedeutendsten Vertreter dieser Substanzklasse.

Durch die Reduktion der Blutglukose wird die Ketonkorper-Produktion (v.a. [3-
Hydroxybutyrat) in der Leber stimuliert. Dies fuhrt zu einem leicht hyperketogenem Status
des Korpers (siehe Abb. 8) [15, 41, 70]. Nach der Aufnahme in den Herzmuskel agieren
die Ketonkdrper kompetitiv mit der B-Oxidation der Fettsauren, sowie der Glykolyse. Es
werden vermehrt Ketonkdrper oxidiert. Dies hat einen kardioprotektiven Effekt, da die
Ketonkorperoxidation (gemessen an der ATP-Ausbeute pro O2-Molekil) deutlich
effektiver als die Fettsdure- oder Glukoseoxidation ist [41, 70]. Deshalb werden
Ketonkdrper auch als ,super fuel” fir das Herz bezeichnet [15, 41]. Die Erhéhung des
Hamatokrit durch die Volumenkontraktion fiihrt gleichzeitig zu einer Verbesserung des
O2-Angebots, sodass das Herz metabolisch entlastet wird [41, 70]. Das fuhrt auch zu
einer geringeren ROS-Emission der Mitochondrien, weshalb Ketonkdrper als antioxidativ
und antiarrhythmogen gelten [41]. Durch die Unterdrickung der anaeroben Glykolyse
wird weniger Laktat und Pyruvat produziert. Das wirkt einer intrazellularen Azidose und

erhéhter NHE-Aktivitat mit folgender Erh6hung der [Na*]i entgegen.

Baartscheer et al. konnten eine direkte NHE-Inhibition durch Empagliflozin nachweisen
(siehe Abb. 8) [56, 89]. Es ist wahrscheinlich, dass die weiteren Effekte auf die
lonenhomoostase sekundar und durch den sarkolemmalen und mitochondrialen NCX
vermittelt sind [56, 89]. Zu diesen Effekten gehoren eine gesunkene [Na*]i und [Ca?'];,

sowie eine erhohte [Ca?']m, die einem metabolischen Mismatch entgegenwirkt [41, 56,
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89]. Neben der direkten NHE-Hemmung reduziert Empagliflozin die NHE-Aktivitat auch
langfristig. Dies erfolgt vermutlich Gber die Aktivierung des Akt-SGK1-Signalwegs,
welcher zu einer Phosphorylierung und Aktivitdtsminderung des NHE flhrt [41].

6.5.2 Sotagliflozin

Sotagliflozin (syn.: LX4211, Zynquista) ist ein dualer SGLT-1- und SGLT-2-Inhibitor. Er
weist eine 20-fach hohere Affinitat zu SGLT-2 im Vergleich zu SGLT-1 auf, sodass die
SGLT-1-Inhibition als mild zu bezeichnen ist [74]. Die IC50 fur SGLT-2 betragt 0,0018 uM
und flr SGLT-1 0,036 uM [74].

Die kombinierte SGLT-1- und SGLT-2-Inhibition erscheint aus mehreren Grinden
vorteilhaft: Einerseits verhindert man die Teilkompensation einer einfachen SGLT-2
Blockade durch den SGLT-1 und steigert dadurch den glukosuretischen, natriuretischen,
und diuretischen Effekt [74]. Andererseits lasst sich durch die SGLT-1 Blockade die
Glukoseaufnahme im Dunndarm reduzieren, was zu einer verbesserten Blutglukose-
Kontrolle fahrt [74]. Wéahrend diese mit einem reduziertem HbAlc, Nichternblutzucker
und PPG klinisch nachweisbar ist, konnte keine weitere Steigung der UGE durch SGLT-
1-Inhibition im Menschen beobachtet werden [74]. Daher ist gesamtmetabolisch gesehen
vor allem die intestinale SGLT-1-Blockade relevant. Es besteht die Hoffnung, den
kardialen Metabolismus Uber den SGLT-2 am Koronarendothel und den SGLT-1 an den
Kardiomyozyten zu beeinflussen. Diese Hypothese beruht auf der Beobachtung, dass
SGLT-1 abhangig vom Glukosemetabolismus der Kardiomyozyte reguliert und bei
hochgradiger Herzinsuffizienz sowie Diabetes mellitus Typ 2 vermehrt exprimiert wird [37,
41]. Vermutlich wird dies durch die FFA-induzierte Insulinresistenz verursacht und stellt
eine kompensatorische Anpassung an die Hyperinsulinamie und Herunterregulierung von
GLUT1 und GLUT4 dar. Durch die zuséatzliche SGLT-1-Inhibition koénnte der
kardiomyozytare Metabolismus in Richtung Ketonkorperoxidation verschoben werden.
Gleichzeitig wurde einer, durch die erhéhte SGLT-1-Aktivitat, verstarkten Na*-Aufnahme
in die Zelle entgegengewirkt werden [37]. Mdglicherweise konnen dadurch die positiven
Effekte der reinen SGLT-2-Inhibitoren (NHE-Hemmung) auf die Kardiomyozyten

ausgebaut werden.
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Die Testung von dualen SGLT-1- und SGLT-2-Inhibitoren kdnnte eine bedeutende
Weiterentwicklung in der Therapie von HFpEF sein. Mdéglicherweise offenbart die
Erforschung des molekularen Wirkmechanismus neue therapeutische Zielstrukturen.
Das Aufdecken der zugrundeliegenden Wirkmechanismen koénnte auch neue
Indikationen fur den Wirkstoff bei Patientengruppen mit Herzinsuffizienz ohne Diabetes

schaffen.

6.6 Hypothesen

Aus der oben beschriebenen Thematik ergeben sich folgende Hypothesen:
1. Bei durch das metabolische Syndrom bedingter HFpEF ist die intrinsische Funktion
und die zytosolische Ca?*-Homoostase der linksventrikularen Kardiomyozyten bei

basaler oder erh6hter Frequenz gestort.

2. Durch das metabolische Syndrom induzierte HFpEF geht mit Veranderungen der

Myofilamentsensitivitat einher.

3. Eine Langzeittherapie mit dem SGLT-1- und SGLT-2-Inhibitor Sotagliflozin fuhrt zu

einer Verbesserung der kontraktilen Funktion in linksventrikularen Kardiomyozyten.
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7. Material und Methoden

7.1 ZSF-1 obese Rattenmodell

Die ZSF-1 Ratte (ZSF1-Leprf@Lepre®/Crl) entsteht durch Kreuzung von heterozygoten
ZDF (Zucker diabetic fatty) Weibchen und heterozygoten SHHF (spontaneously
hypertensive heart failure) Mannchen [90]. Die ZSF-1 Ratte ist somit eine Hybride, die
zwei Leptin-Rezeptor Mutationen tragt [91]. Aus dieser Kreuzung geht die ZSF-1 lean
und ZSF-1 obese Ratte hervor. Wahrend ZSF-1 lean Ratten nur moderat hypertensiv
werden, entwickeln ZSF-1 obese Ratten zusatzlich Ubergewicht, einen Diabetes mellitus
Typ 2 mit Insulinresistenz und Hyperinsulinamie, sowie eine Hypertriglyzeridamie und
Hypercholesterinamie [90]. Des Weiteren entwickeln sie eine kompensierte
Niereninsuffizienz und ab einem Alter von 20 Wochen eine diastolische Herzinsuffizienz

([50, 90, 92]; sowie Vorstudie unserer Arbeitsgruppe am Haus [93]).

Grundsatzlich wird davon ausgegangen, dass mannliche und weibliche ZSF-1 Ratten
einen vergleichbaren Phanotyp von HFpEF ausbilden. Da das bislang aber noch nicht
Uberpruft wurde, haben wir in diesem Versuch nur méannliche Tiere untersucht, um
zyklusbedingte hormonelle Einflussfaktoren zu umgehen. Nichtsdestotrotz sollten
mogliche geschlechterspezifische Unterschiede im Phanotyp, sowie Unterschiede in der
Wirkung der Therapie im weiteren Verlauf evaluiert werden. Wir denken jedoch, dass dies

fur die Beantwortung der hier vorliegenden Fragestellung vorerst erlasslich ist.

Als Gesundkontrolle diente die ingeziichtete Wistar Kyoto Ratte (WKY/KyoRj), welche als
Wildtyp-Kontrolle fir ZSF-1 Ratten etabliert ist [90, 92].

Alle Untersuchungen wurden in Ubereinstimmung mit der Tierschutz-Richtlinie der
Charité — Universitadtsmedizin Berlin und unter Einhaltung der geltenden Landesgesetze
und Regularien des Landesamts fiur Gesundheit und Soziales (LAGeSo Berlin,
Aktenzeichen R 0317/17, vom 04. Mai 2018) durchgeflhrt. Die Versuchstiere wurden in
der Forschungseinrichtung fur Experimentelle Medizin (FEM, Charité -
Universitdtsmedizin Berlin) am Campus Virchow Klinikum unter konventionellen

Bedingungen in Kleingruppen von bis zu 5 Tieren pro Kafig gehalten. Die Fitterung
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erfolgte ad libitum. Trinkwasser stand ebenfalls ad libitum zur Verfigung. Der Tag-Nacht-
Zyklus betrug 12 Stunden.

7.2 Versuchsdesign und -durchfihrung

In Vorversuchen unserer Arbeitsgruppe zu diesem Versuchsvorhaben wurde die
Pharmakokinetik von Sotagliflozin im ZSF-1 Tiermodell validiert. Durch die Kontrolle der
Plasmaspiegel nach per os Applikation wurde, auch im Hinblick auf eine eingeschrankte
Nierenfunktion und mdgliche Verdauungsstdérungen, die Auswahl einer adaquaten

Dosierung gewahrleistet.

Die Dosis von 1 mg/kg KG ist ausreichend, um bei Ratten den SGLT-2 in allen
Gewebetypen zu inhibieren. Diese Dosis entspricht ebenfalls der erforderlichen
Substanzmenge, die noétig ist um eine wirksame Plasmakonzentration im Menschen zu
erreichen [94]. Der SGLT-1 der Ratte ist im Vergleich zum Menschen weniger affin fur
Sotagliflozin [94]. Daher ist eine hohere Dosis von 30 mg/kg KG notwendig, um eine

zuverlassige Inhibition von SGLT-1 zu erreichen (proof-of-concept) [94].

Daraus ergaben sich zur Testung unserer Hypothesen folgende Versuchsgruppen:

1. WT + Vehiculum

2. WT + Sotagliflozin 30 mg/kg KG

3. ZSF-1 + Vehiculum

4. ZSF-1 + Sotagliflozin 1 mg/kg KG
5. ZSF-1 + Sotagliflozin 30 mg/kg KG

Alle Tiere wurden ab einem Alter von 11 Wochen mit formulab 5008 hochkalorisch
erndhrt. Ab einem Alter von 17 Wochen begann die Langzeitbehandlung (6 Wochen) mit
Sotagliflozin 1 mg/kg KG, Sotagliflozin 30 mg/kg KG oder Vehiculum. Nach 23 Wochen
wurden die Tiere der in vivo Phanotypisierung mittels Echokardiographie und invasiver
Hamodynamik (PV Katheteruntersuchung und PV Loop Analyse) unterzogen (siehe Abb.
9).
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Abb. 9: Versuchsdesign und Zeitablauf

Alle Untersuchungen wurden unter Inhalationsanasthesie mit Isofluran durchgeftihrt.

Nach Beendigung der PV Katheteruntersuchung wurden alle Tiere unter Fortsetzung der
Anasthesie mit Isofluran durch zervikale Dislokation getétet. Das Herz wurde
anschlieBend zigig exzidiert und zur Isolation der Kardiomyozyten fur die in vitro

Untersuchungen prapariert (siehe Abb. 9).

7.3 Isolation der Ratten-Kardiomyozyten

Als erstes wurde, durch Inzision der Haut und Durchtrennung der Rippen, die Brusthdhle
eroffnet. Nach Darstellung der Aorta ascendens und des Arcus aortae wurden die Gefal3e
der Lunge durchtrennt und die einzelnen Lungenlappen vom Herz entfernt. Anschlie3end
wurde die Aorta ascendens direkt unterhalb des Abgangs des Truncus brachiocephalicus
durchtrennt. Danach wurde das Herz aus dem Mediastinum geldst. Nach der Entnahme
wurde das Herz direkt in ein Becherglas mit gekuhlter (4°C, 1 mM [Ca?])
Kantlierungslosung (Zusammensetzung siehe 7.8) transferiert. Dadurch wurde das Herz
gekuhlt, eine Kardioplegie herbeigefihrt und etwaige Blutrickstande gelost, um die

Feinpraparation im folgenden Schritt zu erleichtern. Zur Praparation und Kantlierung der
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Aorta ascendens wurde das Herz in eine mit gekihlter (4°C, 1 mM [Ca?])
Kanulierungslosung befiillte Petrischale gelegt. In der Petrischale wurde die Aorta
ascendens mit einer modifizierten Spritzennadel (16 G), welche an eine mit gekuhlter
(4°C, 1 mM [Ca?*]) Kanllierungslésung befiillten 10ml Spritze konnektiert war, kandliert
(siehe Abb. 10). Dabei war darauf zu achten, dass die Kantle noch vor der Aortenklappe
zu liegen kam und mit einem Doppelknoten (Seraflex, Serag-Wiessner GmbH & Co. KG)
sicher in der Aorta fixiert und abgedichtet wurde (siehe Abb. 11). Hierdurch konnte eine
gute anterograde Perfusion der Koronarien bei geschlossener Aortenklappe
gewahrleistet werden. Anschliel3end wurden die Koronarien mit der Kantlierungslésung
gespult, um eine thromboembolische Infarzierung des Herzens wéahrend der Zellisolation
zu vermeiden. Es ist zu beachten, dass bis zu diesem Schritt das Herz ischamisch ist.
Daher sollte die Exzision und Kanulierung des Herzens nicht langer als 3 Minuten in

Anspruch nehmen, um einen Ischamieschaden zu vermeiden.

Abb. 10: Praparation und Auffinden der Aorta; Abbildung modifiziert nach [95]

bb. 11: Kanulierung und Fixierung der Aorta; Abbildung modifiziert nach [95]
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Nun wurde die Kanulle mit Herz von der Spritze diskonnektiert und an ein Langendorff-
Perfusionssystem angeschlossen, welches die temperatur- und
flussgeschwindigkeitskontrollierte Perfusion des Herzens ermdglichte (siehe Abb. 12,
13). Eine Temperatur des Perfusat von 37°C ist streng einzuhalten, da die Enzymaktivitét,
der in der Verdauungslésung enthaltenen Kollagenase und Peptidase Thermolysin
(Liberase TM, Roche Diagnostics GmbH) temperaturabhangig und zwischen 35°C und
37°C optimal ist. Eine Perfusionsgeschwindigkeit von 3 ml/min wurde fir die Isolation von

Ratten-Kardiomyozyten am Standort etabliert [95].

Beheizte Kammer flr

Beheizte Kammer flr
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fur das Perfusat Beheizte Kammer zur
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Abb. 12: Aufbau des Langendorff-Perfusionssystems; Abbildung modifiziert nach [96]
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Abb. 13: Schematische Darstellung des Langendorff-Perfusionssystems; Abbildung modifiziert nach [95]

Das Herz wurde nach Anschluss an das Langendorff-Perfusionssystem fur 3 Minuten mit
einer Ca?*-freien Perfusionslésung (Zusammensetzung siehe Tab. 2) perfundiert. Dann
wurde das Perfusat zu einer Verdauungslosung (0,0125 mM [Ca?*]) mit 0,075 mg/ml
Liberase TM (Roche Diagnostics GmbH) (Zusammensetzung siehe 7.8) gewechselt.
Nach einer Perfusionsdauer von 15-18 Minuten waren die interzellularen Verbindungen
der Kardiomyozyten ausreichend geldst, sodass der linke Ventrikel am Langendorff-
Perfusionssystem abgeschnitten und in ein Wageschiffchen mit Stopp-Losung
(Zusammensetzung siehe 7.8) transferiert werden konnte. Die Stopp-Lésung enthalt 10
mg/ml bovines Serumalbumin, welches die Verdauungsenzyme inaktiviert und damit den
Gewebeverdau beendet. Gleichzeitig stellt sie mit 0,014 mM [Ca?'] die erste Ca?*

Aufbaulésung dar.

Im Wageschiffchen wurde der linke Ventrikel in der Stopp-Losung mit einer Schere
zerkleinert. Anschliel3end wurden die Kardiomyozyten durch mehrmaliges behutsames
Aufziehen und Resuspendieren der Myokardfragmente mit einer Transferpipette mit
groBem Durchmesser mechanisch vom verbliebenen Zellgerist gelést. Die
Zellsuspension wurde hinterher durch eine Nylongaze mit geeigneter Maschengroéf3e in

ein Zentrifugenréhrchen gefiltert.
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Nach ca. 10 Minuten Wartezeit hatten sich die vitalen Kardiomyozyten vollstandig am
Boden des Zentrifugenrohrchens abgesetzt. Der Uberstand konnte abpipettiert,
verworfen und mit der zweiten Ca?*-Aufbaulésung (4,7 mg/ml BSA, 0,125 mM [Ca?*];
Zusammensetzung der Aufbaulosungen siehe 7.8) ersetzt werden. Um die Zellen an eine
normale extrazellulare [Ca?*] zu readaptieren, wurde dieser Schritt weitere zwei Mal mit
Ca?*-Aufbaulésungen der nachst hoheren Ca?*-Konzentration (4,7 mg/ml BSA, 0,25 mM
bzw. 0,5 mM [Ca?*]) durchgefiihrt. Die Lagerung der Kardiomyozyten erfolgte in normaler
Tyrode-Losung mit ImM [Ca?*] (Zusammensetzung siehe Tab. 3). Zum Schluss wurde
die Qualitéat der Isolation lichtmikroskopisch (20-fache VergroRerung) anhand der
Viabilitat der Zellpopulation und zellmorphologischen Kriterien Uberprift. Diese
beinhalteten unter anderem: eine stadbchenformige Form mit einem Seitenverhaltnis von

23:1, eine regelmafige Sarkomerstruktur, Abwesenheit von

MembranunregelmaRigkeiten und spontaner Kontraktilitat (siehe Abb. 14).

Abb. 4: Bildbeispiel einer unersct linksventrikularen Kardiomyozyte in lonWizard 6.6 (lonOptix)
7.4 Handhabung des Ca?*-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffs

Das Farbstoffmolekil Fura-2 (Invitrogen) ist negativ geladen und kann die Zellmembran
nicht frei passieren. Deshalb wird das Molekil mit 4 AM (Acetoxymethyl)-Estergruppen
modifiziert, um eine freie Diffusion Uber die Zellmembran zu ermdéglichen. Im Zytosol
werden die lipophilen AM-Estergruppen durch nichtspezifische Esterasen abgespalten.
Ohne diese verbleibt der Farbstoff in der Zelle und wird nur langsam durch
membransténdige Anionen-Transporter aus der Zelle entfernt. Dadurch bleibt die
Beladung der Zelle fur langere Zeit erhalten. Die Abspaltung der AM-Estergruppen ist
essenziell fur die Ca?*-Bindung und Voraussetzung fiir die Ca?*-abhangige Anderung der
Fluoreszenzemission des Farbstoffmolekiils. Fura-2 hat eine gute Ca?*-Affinitat und
Fluoreszenzquantenausbeute, sodass Messungen der [Ca?*]i ohne signifikanten Puffer-
Effekt moglich sind [97]. Fura-2 wird mit Licht der Wellenlangen 340 nm und 380 nm
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angeregt und emittiert Licht mit weniger Energie in einem Spektrum um 510 nm. Im Ca?*-
gebundenen Zustand verschiebt sich das Absorptionsmaximum von 363 nm flir den
ungebunden Farbstoff zu 335 nm, wahrend das Emissionsspektrum weitgehend konstant
bleibt. Am isosbestischen Punkt bei 360 nm ist die Lichtabsorption unabh&ngig von der
Ca?*-Bindung. Bei hoheren Wellenlangen ist das Verhalten invers. Hier fiihrt eine
steigende [Ca?*] zu einem Abfall der Absorptionskapazitat. Um 380 nm ist die Absorption
und Emission im Vergleich zu 340 nm kleiner, jedoch ist in diesem Bereich die Sensitivitat
fur Anderungen in der [Ca%'] am groRten (siehe Abb. 15). Durch die Bildung der Ratio
zwischen F340 und F380, kénnen beide Vorteile genutzt und die zytosolische [Ca?*]
unabhangig von der Menge des intrazellularen Farbstoffes, Photobleaching, Zelldicke

und weiteren disruptiven Faktoren gemessen werden [97].
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Abb. 15: Exzitationsspektrum von Fura-2 [97]

Die isolierten Kardiomyozyten wurden in Laminin (Invitrogen)-beschichteten Zellbadern
(Willco Wells) untersucht. Fura-2 AM wurde in DMSO (Dimethylsulfoxid) zu einer 1 mM
Stammldsung geldst. Um die Loéslichkeit des hydrophoben Fura-2 AM — und damit die
Beladung — zu verbessern, wurde die Stammlésung zunachst mit dem nicht-ionischen
Surfactant Pluronic F-127 (20% Ldsung in DMSO, Invitrogen) im Verhaltnis 1:1 vermengt.
Fur das Herstellen einer Beladungslosung wurde dieses Gemisch in Tyrode-L6sung mit
1 mM [Ca?*] (Zusammensetzung siehe Tab. 3) gelost, sodass die finale Konzentration

von Fura-2 AM 5 pM betrug. Die Zellen wurden bei Raumtemperatur fir 20 Minuten in

52



der Beladungslosung inkubiert. Danach wurde der Uberstand abpipettiert, verworfen und
mit Tyrode-Losung mit 1 mM [Ca?*] ersetzt. Dieser Schritt wurde dreimal wiederholt, um
den nicht deesterifizierten intrazellularen Farbstoff auszuwaschen und auch den
extrazellular verbliebenen Farbstoff zu entfernen. Hierdurch wurde eine stabile

Farbstoffkonzentration fir die Zeit des Versuchs gewahrleistet.

7.5 Messaufbau

Es wurde ein invertiertes Mikroskop (Zeiss Axiovert 200) mit Epifluoreszenzeingang
verwendet. Das Exzitationslicht wurde von einer polychromatischen Xenonlampe mit 75
W Leistung (Cairn) generiert. Um das Exzitationslicht fir die Messungen mit Fura-2 auf
die Wellenlangen 340 nm und 380 nm zu beschranken, wurde das polychromatische Licht
durch einen Spiegel mit einer Schaltrate von 1 ms auf zwei verschiedene Lichtwege mit
Schmalbandfiltern far 340 nm und 380 nm geleitet (lonOptix Hyperswitch). Beide
Lichtwege trafen auf eine Sammellinse, die das Licht Gber einen flissigkeitsgefillten
Lichtleiter zum Epifluoreszenzport des Mikroskops leitete. Da sich das Exzitationslicht im
UV-Spektrum befindet und somit zytotoxisch ist, war direkt hinter der Lichtquelle ein
optischer Verschlussmechanismus eingerichtet. Dieser wurde Uber die Software
(lonWizard 6.6) gesteuert und beschrankte das Exzitationslicht auf die Zeit der Messung.
Das eingehende Licht wurde im Mikroskop Uber einen dichroitischen Spiegel zum
Objektiv (40x mit Immersionsol) geleitet. Das emittierte Licht der Untersuchungsprobe
ging zurtuck in das Objektiv und passierte eben diesen dichroitischen Spiegel, der als
Farbteiler bei 500 nm fungierte. So gelangte die Lichtemission von Fura-2 entweder zum
Emissionsport oder den Okularen des Mikroskops. Eine angeschlossene Bildblende
begrenzte das weitergeleitete Licht auf die Lichtemission der untersuchten Zelle. An dem
Emissionsport war eine Photomultiplier-Réhre (PMT400) zur Quantifizierung des
Emissionslichts (Photonen-Zahimodus) angeschlossen. Die Fluoreszenzsignale F340,
F380 und die daraus errechnete Ratio wurden mithilfe der Software lonWizard 6.6
(lonOptix) aufgezeichnet. Eine schematische Darstellung der Messeinrichtung ist in
Abbildung 16 zu sehen (s.u.).
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Abb. 16: Technisches Setup fur die ratiometrische Fluoreszenzmikroskopie und SL-Messung;
A=polychromatische Lichtquelle, B=Schaltspiegel, C=Schmalbandfilter fir 340nm und 380nm,
Di=dichroitischer Spiegel (FT360), D2=dichroitischer Spiegel (FT500), Ds=dichroitischer Spiegel (FT520),
E=Lichtleiter und Epifluoreszenzport, F=Untersuchungsprobe im Zellbad auf Objekttisch,
G=Halogenleuchte, H=Rotfilter, I=Photomultiplier-Réhre, J=CCD-Kamera, K=Fluorescence System
Interface (zur Migration aller Daten an den PC), L= Aufnahme mit lonWizard 6.6, M=Feldstimulator, N=rapid

perfusion-System mit Heizmodul, O=Absaugpumpe; Abbildung modifiziert nach [98]

Zur Messung der Sarkomerlange wurde das Licht der Halogenleuchte des Mikroskops
genutzt. Dieses wurde noch vor der Untersuchungsprobe durch einen Rot-Filter (>600nm

Langpassfilter) gefiltert, sodass es nicht mit dem Exzitations- und Emissionslicht der
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Messungen mit Fura-2 interferierte. Das Rotlicht passierte den dichroitischen Spiegel
(FT500) und wurde ebenfalls zum Epifluoreszenzport (siehe Abb. 16) geleitet. Im
Epifluoreszenzport wurde es von einem weiteren dichroitischen Spiegel (FT520) vom
Emissonslicht des Fura-2 separiert und von einer angeschlossenen CCD-Videokamera
(lonOptix MyoCam-S) aufgenommen. Die Aufzeichnung und Verarbeitung des

Videosignals erfolgte ebenfalls mit lon-Wizard 6.6 (siehe Abb. 18).

Die Sarkomerlange beschreibt den Abstand zwischen zwei Z-Scheiben, welche aber
lichtmikroskopisch nicht sichtbar sind. Man kann sich jedoch die sarkomertypische Hell-
Dunkel-Streifung, die durch die unterschiedlichen optischen Eigenschaften der dicken
und dinnen Filamente bedingt ist, zur Messung der Sarkomerlange zunutze machen. Die
dicken Filamente sind optisch dichter (A-Bande), als die dinnen Filamente (I-Bande).
Daher beschreibt die Sarkomerlange lichtmikroskopisch die Strecke von der Mitte einer
I-Bande bis zur Mitte der Nachsten (siehe Abb. 17). Um die Genauigkeit dieser Messung
zu verbessern, wird die Frequenz der Sarkomerstreifung (Anzahl der Sarkomere pro pm)
mithilfe einer schnellen Fourier-Transformation berechnet. Von der Frequenz der A- und
I-Banden kann mit einem Fehler von <1 % auf die Sarkomerlange von einer Reihe von
Sarkomeren geschlossen werden. Zur Kalibrierung des Systems wurde ein Mikrometer

verwendet, mit dem eine Strecke von 10 um einer Referenzfrequenz zugeordnet wurde.
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Abb. 17: Elektronenmikroskopische und schematische Darstellung des Sarkomers [99]

7.6 Versuchsprotokoll der in vitro Untersuchungen

Alle Messungen wurden bei 37°C durchgefiihrt. Uber ein Rapid Perfusion-System mit
Heizmodul und eine Absaugpumpe, konnte ein schnelles Ein- und Auswaschen der
verwendeten LOsungen, sowie Temperaturstabilitdt wahrend der Messung realisiert
werden. Es wurden nur Zellen gemessen, die eine stdbchenférmige Form mit einem
Seitenverhdltnis von 23:1, eine regelmélige Sarkomerstruktur und keine
MembranunregelméRigkeiten aufwiesen (siehe Abb. 14). Spontan kontraktile und

arrhythmische Zellen wurden von der Messung ausgeschlossen.

Zur elektrischen Stimulation des Zellbades wurden zwei gegenuberliegende
Platinelektroden in das Zellbad eingebracht. Die Stimulation erfolgte durch einen
Feldstimulator (lonOptix MyoPacer), dessen Signal durch die Software lonWizard 6.6 in
die Aufzeichnungen des Fluoreszenz- und Kontraktionssignals integriert wurde. Die
Zellen wurden mit 20 V bipolaren Impulsen von 5 ms Dauer stimuliert. Jede Zelle wurde

einer Frequenztreppe von 1 Hz, 2 Hz und 4 Hz Stimulation unterzogen. Die Stimulation
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der Zelle mit einer Frequenz erfolgte so lange, bis sich eine stabile Amplitude von Ca?*-
abhangigem Fluoreszenzsignal und Kontraktion einstellte (steady state). Die Messung
unter der jeweiligen Stimulationsfrequenz erfolgte anschlieRend fiir je 10 s (siehe Abb.
18). Zellen, die keinen steady state erreichten, wurden von der Analyse ausgeschlossen.
Vor der Analyse wurden die Messwerte von Hintergrundsignal (erhoben in einem
zellfreien Areal neben der gemessenen Zelle) und Autofluoreszenz (gemittelt aus 5
unbeladenen Zellen eines jeden Versuchstages) bereinigt. Fir die Analyse der Ca?*- und
Kontraktionstransienten wurden je 10 Transienten nach Erreichen des stabilen

Zustandes gemittelt und in Microsoft Excel ausgewertet.

Nach Durchlaufen der Frequenztreppe wurde durch Induktion eines Koffein-induzierten
Ca?*-Transienten die sarkoplasmatische [Ca?*] und die zytosolische Ca?*-Elimination
gemessen. Dafur wurde die Stimulation gestoppt, um den Ca?*-Influx durch die L-Typ-
Ca?*-Kanale zu beenden. Der Koffein-induzierte Ca?*-Transient wurde durch Superfusion
der Zelle mit einer Tyrode-LOsung, welche 20 mM Koffein enthielt (Zusammensetzung
siehe 7.8), ausgeldst (siehe Abb. 18). Koffein bewirkt die Offnung aller Ryanodin-
Rezeptoren des sarkoplasmatischen Retikulums, sodass sich dessen gesamter Ca?*-
Gehalt in das Zytosol entleert. Da die Ryanodin-Rezeptoren gedffnet bleiben, kann die
SERCA effektiv nicht zur zytosolischen Ca?*-Elimination beitragen. Der anschlieBende
[Ca?*]i Abfall ist daher hauptsachlich durch die Aktivitat des sarkolemmalen NCX im
Vorwartsmodus bestimmt [40]. Zellen, bei denen der Koffein-induzierte Ca?*-Transient
spater als 1 s nach der letzten Stimulation bei 4 Hz ausgel6ést wurde, wurden von der

Analyse ausgeschlossen. Die Analyse erfolgte in lonWizard 6.6.
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Abb. 18: Beispielhafter Durchlauf des Versuchsprotokolls; Aufnahme aus lonWizard 6.6: oben F340/380,

unten SL, TTL-Marker des Feldstimulators in blau

Die Definitionen der untersuchten Parameter sind in Tabelle 1 zu sehen. Eine graphische

Darstellung der jeweiligen Transienteneigenschaften findet sich in Abbildung 19.

Parameter

Definition

diast. [Ca?*);
t to peak [Ca?*];

peak [Ca?*)i
[Ca?*]i amplitude
t to 50% [Ca?*]i decay

t to 90% [Ca?*]i decay

Tab. 1: Definitionen der untersuchten Parameter

Diastolische [Ca?*]i

Dauer vom Zeitpunkt der Stimulation bis
zum Zeitpunkt [Ca?*]i max

[Ca?*]i max

[Ca?*]imax — diast. [Ca?*]i ; A[Ca?*];

Dauer vom Zeitpunkt peak [Ca?*]i bis zum
Zeitpunkt 50% [Ca?*]i Abfall

Dauer vom Zeitpunkt peak [Ca?*]i bis zum
Zeitpunkt 90% [Ca2*]; Abfall
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Parameter Definition

enddiast. SL SLmax ; SLo

t to peak SL Dauer vom Zeitpunkt der Stimulation bis
zum Zeitpunkt SLmin

peak SL SLmin

SL amplitude SLmax — SLmin ; ASL

fractional shortening ASL / SLo

t to 50% relaxation

t to 90% relaxation

slope MFS

R? MFS

tau decay const.

Dauer vom Zeitpunkt peak SL bis zum
Zeitpunkt 50% Relaxation

Dauer vom Zeitpunkt peak SL bis zum
Zeitpunkt 90% Relaxation

Steigung m der linearen
Regressionsgerade (y=m*x+b)
Bestimmtheitsmal3 der linearen
Regressionsanalyse

Zeitkonstante der Funktion des

monoexponentiellen Fit des [Ca?*]i Abfall

Tab. 1 (Fortsetzung): Definitionen der untersuchten Parameter

ca?*-Transient SL-Transient

1.5 1.78
— 1.76
= 1.0 E'
<
= = 1.74 J
— -
® 0.5 "

1.72
0.0 T T 1.70 T T T T 1
0 100 200 0 100 200 300 400 500
Zeit [ms] Zeit [ms]

Legende: m diast. [Cal]; Y B tea B tsox avtaiRelaxation toos AfallRelaation  —— Mono. exp. fit

Abb. 19: Transienten-Parameter
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7.7 Beurteilung der Myofilamentsensitivitat

Fur die Ableitung der Myofilamentsensitivitdt aus intakten Kardiomyozyten wurde die
Sarkomerlange als eine Funktion der intrazellularen [Ca?*] in einem Koordinatensystem
aufgetragen. Die daraus entstehende Hystereseschleife kann in ihrer Form und Lage
beschrieben werden (siehe Abb. 20). Der Verlauf der Kurve ist wahrend der Diastole
zwischen t bis 50% [Ca?*]i Abfall und t bis 90% [Ca?*]i Abfall ann&hernd linear. Die
Auswahl dieses Zeitraumes zur Abschatzung der Myofilamentsensitivitat bietet mehrere
Vorteile: Einerseits hat man in diesem Bereich bei einer gegebenen Sampling-Frequenz
des Messsystems von 4 ms eine gute zeitliche Auflésung, da sich die Kinetik des Ca?*-
Transienten schon deutlich verlangsamt hat. Andererseits sind t bis 50% [Ca?*]i Abfalll
und t bis 90% [Ca?*]i Abfall dynamische und fir jeden Transienten individuelle GroRen,
sodass das Erfassen des korrekten Abschnittes des Transienten stets gewahrleistet und
unabhéngig von der Kinetik des Transienten ist. Unter der Annahme, dass zwischen t bis
50% [Ca?*]i Abfall und t bis 90% [Ca?*]i Abfall eine annahrend lineare Abhangigkeit der
Sarkomerlange zur [Ca?*]i besteht, wurde eine lineare Regressionskurve durch die
Datenpunkte dieses Bereichs gelegt (siehe Abb. 20). Die Steigung dieser Kurve
beschreibt den [Ca?']-Gradienten zwischen Myofilamenten und Zytosol, der fir die
Abdiffusion des Ca?* vom Troponin, und somit fiir die Relaxation benotigt wird. Da [Ca?*];
der unabhangige Parameter ist, wird dieser auf der x-Achse dargestellt. Nahert sich die
Steigung der Kurve 0 an, bedeutet das, dass im Verhaltnis zum Abfall der [Ca?*]i die
Elongation der Sarkomerlange kleiner ausfallt. Folglich ist die Myofilamentsensitivitat
groRer. Anders herum wird bei einer zunehmend negativen Steigerung, die Anderung der
Sarkomerlange im Verhaltnis zum Abfall der [Ca?*]i groRer — die Myofilamentsensitivitéat

nimmt ab. Die Analyse der Hystereseschleifen erfolgte in Microsoft Excel.
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Abb. 20 : Hystereseschleife und Berechnung der Myofilamentsensitivitat; RT50 bzw. RT90= Zeitpunkt bei
50% bzw. 90% [Ca?*]; Abfall

Das Bestimmtheitsmaf} R? beschreibt die Anpassungsgite der Regressionskurve zu den
Messpunkten. R? liegt zwischen 0 und 1. Je nadher R? an 1 liegt, desto kleiner ist die
Streuung um die Regressionsgerade und umso besser passt das lineare Modell. Ab
einem R? > 0,7 haben wir einen starken linearen Zusammenhang angenommen.
Einerseits kann durch R? die Gite dieser Methode bestétigt werden, andererseits konnen
auch Phanotyp-abhéngige Abweichungen des linearen Relaxationsverhaltens in der

Diastole quantifiziert werden.

Zellen, die nach einem erfolgten Koffein-induzierten Ca?*-Transienten im selben Zellbad
gemessen wurden, wurden von der Analyse der Myofilamentsensitivitat ausgeschlossen,
da Koffein die Myofilamentsensitivitéat beeinflusst [100]. Alle Zellen mit R? < 0,7 wurden
ausgeschlossen, da die Gute des linearen Modells fir diese Zellen nicht ausreichend ist

und keine korrekte Interpretation zulasst.
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7.8 Verwendete Losungen

Der pH-Wert aller verwendeten Losungen wurde mit NaOH auf 7,4 bei 37°C adjustiert.

1. Perfusionsldsung (siehe Tab. 2)

Substanz Konzentration (mM)
NacCl 135

KCI 4,7

KH2POa4 0,6

NazHPO4 0,6

MgSOa4 1,2

HEPES 10

Taurin 30

Glukose 10

BDM 10

Tab. 2: Zusammensetzung der Perfusionsldsung

2. Kandulierungslosung: Entspricht der Perfusionslosung mit zusatzlich 1 mM CaClz.

3. Verdauungslésung: Entspricht der Perfusionslésung mit zusatzlich 0,0125 mM CacClz
und 0,075 mg/ml Liberase TM.

4. Stopp-Losung: Entspricht der Perfusionslésung mit zuséatzlich 0,014 mM CacClz und 10
mg/ml BSA.

5. Ca?*-Aufbaulésungen: Entspricht der Perfusionslosung mit zusatzlich 4,7 mg/ml BSA
und 0,125 mM, 0.25 mM oder 0.5 mM CacClz.
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6. Tyrode-Ldsung (siehe Tab. 3)

Substanz Konzentration (mM)
NaCl 136

KCI 4

MgCl 1

HEPES 10

Glukose 10

CaClz 1

Tab. 3: Zusammensetzung der Tyrode-LOsung

7. Koffeinlésung: Entspricht der Tyrode-L6sung mit zusatzlich 20 mM Koffein.

7.9 Statistik

Alle Ergebnisse sind als Mittelwert £ Standardabweichung angeben, welche sich in den
Abbildungen und Tabellen auf die Mittelwerte der Einzelzellmessungen pro Tier
beziehen. In Abbildungen stellen rote Datenpunkte die Mittelwerte der
Einzelzellmessungen pro Tier und graue Datenpunkte die den Mittelwerten zugrunde
liegenden Einzelzellmessungen dar. Die Anzahl der Versuchstiere pro Gruppe und
Zellzahl pro Versuchstier sind am Anfang des Ergebnisteils des jeweiligen
Versuchsprotokolls angegeben (siehe 8.3 Tab. 4, 8.4 Tab. 8 und 8.5 Tab. 10). In Tabellen

beschreibt n die Anzahl an Versuchstieren pro Gruppe.

Es besteht eine Abhangigkeit der Variablen, da mehrere Zellen eines Versuchstiers
untersucht wurden. Daher verwendeten wir ein lineares gemischtes Modell, welches die
Abh&ngigkeit der Einzelzellmessungen vom untersuchten Individuum bericksichtigt, um
die Versuchsgruppen paarweise zu vergleichen. Eine Normalverteilung der Stichproben

wird hierfir angenommen. Das Signifikanzniveau betragt p < 0,05.
Die statistische Auswertung erfolgte mit IBM SPSS Statistics 27.0.0.0 und GraphPad
Prism 8.0.1. Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit GraphPad Prism

8.0.1 und Microsoft Excel.
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8. Ergebnisse

8.1 In vivo Phanotypisierung

Nach 23 Wochen konnte mittels Echokardiographie und invasiver Hamodynamik die
Ausbildung des HFpEF-typischen Phé&notyps der ZSF-1 Ratten bestatigt werden (siehe
Abb. 21). In den ZSF-1 Ratten konnten sowohl Zeichen einer strukturellen
Herzerkrankung (LA- und LV-Dilatation), als auch Zeichen einer diastolischen
Dysfunktion (pathologischer LVEDP, E/E‘) nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich im
Vergleich zum Wildtyp ein erhéhtes Schlagvolumen bei erhaltener EF. Die chronische
Behandlung der ZSF-1 Ratten mit Sotagliflozin konnte den erhdhten LVEDP senken und
die Dilatation des LA signifikant reduzieren. Sotagliflozin hatte in der Gesundkontrolle

keinen Effekt auf die untersuchten Parameter.
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Abb. 21: In vivo Phanotypisierung nach 23 Wochen. ZSF-1+Sotagliflozin 1mg/kg KG nicht dargestellt.

*= p<0,05 vs. WT+Vehiculum, #= p<0,05 vs. ZSF-1+Vehiculum. Die dargestellten Daten und Abbildungen
entstammen einer Interimsanalyse fir die Vorstellung bei den DGK Herztagen 2019 [101] und wurden
freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Dr. med. Uwe Primessnig (ventrikulare Daten vor

Veroffentlichung; atriale Daten siehe Bode et al. [51]). Statistische Analyse mittels two-way ANOVA und
Fisher's LSD post-hoc Test.
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8.2 Optimierung der in vitro Versuchsbedingungen

Durch die Abschirmung des Messplatzes von Tageslicht und kinstlichen Lichtquellen
betrug das Hintergrundsignal <5% des Gesamtfluoreszenzsignals. Die Autofluoreszenz
der unbeladenen Zellen lag im Mittel fur F340 bei 405+71,57 AU und fur F380 bei
247,2+44,74 AU und stellte rund 25% des Gesamtfluoreszenzsignals dar. Es konnten
keine Unterschiede in der Autofluoreszenz, die hauptséchlich durch die
Reduktionsaquivalente der Zelle bedingt ist, zwischen den Gruppen festgestellt werden
(340 nm: WT+Veh 406,933+84,451 (n=4) vs. ZSF-1+Veh 408,742+60,826 (n=4) vs.
WT+Sota 30mg 372,381+45,433 (n=5) vs. ZSF-1+Sota 30mg 412,73+82,354 (n=3) vs.
ZSF-1+Sota 1mg 408,7+60,83 (n=4) ; 380 nm: WT+Veh 247,141+57,853 (n=4) vs. ZSF-
1+Veh 247,236+35,042 (n=4) vs. WT+Sota 30mg 223,972+29,389 (n=5) vs. ZSF-1+Sota
30mg 251,943+47,84 (n=3) vs. ZSF-1+Sota 1mg 247,2+35,04 (n=4)).

8.3 Ca?*-Transienten und Zellverkiirzung

Gruppe Anzahl Anzahl Zellen pro ' Anzahl Zellen pro
Versuchstiere Gruppe Versuchstier
Gesamt 20 332 332
WT+Vehiclum 4 37 9
14
1
13
WT+Sotagliflozin 5 56 13
10
30m
J 20
7
6
ZSF-1+Vehiculuim 4 84 20
22
21
21

Tab. 4: Anzahl der Versuchstiere pro Gruppe und Zellzahl pro Versuchstier fiir die Analyse der Ca2*- und

Kontraktionstransienten bei 1, 2 und 4 Hz

66



Gruppe Anzahl Anzahl Zellen pro | Anzahl Zellen pro

Versuchstiere Gruppe Versuchstier
ZSF-1+Sotagliflozin 4 90 30
1m 14
J 22
24
ZSF-1+Sotagliflozin 3 65 21
9
30m
J 35

Tab. 4 (Fortsetzung): Anzahl der Versuchstiere pro Gruppe und Zellzahl pro Versuchstier fir die Analyse

der Ca?*- und Kontraktionstransienten bei 1, 2 und 4 Hz

8.3.1 Basale Stimulationsfrequenz: 1 Hz

Unter basaler Stimulation bei 1 Hz konnten keine Unterschiede in der intrazellularen
[Ca?*] zwischen Wild-Typ und ZSF-1 Kardiomyozyten festgestellt werden (siehe Abb. 22
links).

Ca”*-Transient SL-Transient
N 1.9
" — WT+Veh
109 4, 184 S ZSF-1+Veh
) —_ \ /
M, = J
< 0.8 | ":f".’l‘ 1.7+ \\ S —
o . _
s | 3
0.6 | 1.6
" ‘:ll i ,:"-::-"'"{5‘4:.3\:! 3',‘);\@"w“;!""&'-"’ “"-\'W:!:\‘.ﬂj‘lﬁ ] ,"\}i,'.- e
0.4 T T T T 1.5 I T I I
0 200 400 600 800 0 200 400 600 800
Zeit [ms] Zeit [ms]

Abb. 22: Qualitative Veranderungen der Ca?*- und SL-Transienten von ZSF-1 Kardiomyozyten bei 1 Hz

Sowohl die peak [Ca?*]i (WT+Vehiculum vs. ZSF-1+Vehiculum; siehe Abb. 24), als auch
die Amplitude des Ca?*-Transienten (WT+Vehiculum vs. ZSF-1+Vehiculum; siehe Abb.
25) blieben unverandert. Eine erhohte diastolische [Ca?']i zeigte sich nicht
(WT+Vehiculum vs. ZSF-1+Vehiculum; siehe Abb. 23).
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Abb. 23: Diast. [Ca*] bei 1 Hz; #= p<0,05 vs. Abb. 24: Peak [Ca® bei 1 Hz
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Abb. 25: [Ca?*]i Amplitude bei 1 Hz

Im Gegensatz zur [Ca?*]i ist die Kinetik der Ca?*-Transienten in den von unbehandelten
ZSF-1 Ratten gewonnenen Kardiomyozyten im Vergleich zur Kontrolle sichtbar veréandert
(siehe Abb. 22 links). Es zeigte sich eine Verkirzung der Zeit bis zur maximalen [Ca?*]i
(siehe Abb. 28) um beinahe 30%. Darluber hinaus gibt es Hinweise auf eine Verklrzung
der Zeit bis 50% und 90% [Ca?*]i Abfall (siehe Abb. 22 links, 26, 27). Obwohl die
Unterschiede in den Zeiten des [Ca?*]i Abfall zwischen ZSF-1 und WT Kardiomyozyten
die statistische Signifikanz knapp verfehlen (p=0,069 fir die Zeit bis 50% [Ca?*]i Abfall
und p=0,053 fir die Zeit bis 90% [Ca?*]i Abfall), findet sich bei 1 Hz Stimulationsfrequenz
immerhin eine Mittelwertdifferenz von 23 ms fiir die Zeit bis 50% [Ca?*]i Abfall, was einer

68



Beschleunigung des [Ca?*]i Abfall bei ZSF-1 Kardiomyozyten von ca. 23% entspricht. Die

Zeit bis 90% [Ca?*]i Abfall war sogar um 96 ms bzw. 30% verkirzt.
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Abb. 26: Zeit bis 50% [Ca?*]i Abfall bei 1 Hz Abb. 27: Zeit bis 90% [Ca?*] Abfall bei 1 Hz
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Abb. 28: Time to peak [Ca?*]i bei 1 Hz;
*= p<0,05 vs. WT+Vehiculum

Die Langzeitbehandlung mit Sotagliflozin 30mg/kg KG erhthte bei ZSF-1 Ratten den
diastolischen Ca?*-Gehalt der Kardiomyozyten in den in vitro Untersuchungen signifikant
(ZSF-1+Vehiculum vs. ZSF-1+Sotagliflozin 30mg/kg KG; siehe Abb. 23 und 29 links). Die
maximale zytosolische [Ca?*] war im selben Ausmaf erhoht (jedoch Signifikanzniveau
mit p=0,066 knapp nicht erreicht), sodass die Amplitude der Ca?*-Transienten konstant
blieb (siehe Abb. 24, 25). Die Erh6hung der maximalen zytosolischen [Ca?*] ist erst bei
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hoheren Stimulationsfrequenzen statistisch signifikant (siehe Tab. 5, 6). Da sich die
[Ca?*]i Amplituden jedoch nicht unterschieden, ist auch bei 1 Hz von diesem Effekt
auszugehen. Die Effekte von Sotagliflozin auf die diast. [Ca?*]i und maximale zytosolische
[Ca?*] konnten bei Wildtyp Kardiomyozyten nicht beobachtet werden. Es war kein Effekt

von Sotagliflozin 30mg/kg KG auf die Kinetik der Ca?*-Transienten nachweisbar.

Ca?*-Transient SL-Transient
1.3 1.854
I — ZSF-1+Sota 30mg

21 1.80 ZSF-1+Veh

> '\ = \
1.1+ 3 \
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0.8 . . . . 1,65 : : : :

0 200 400 600 800 0 200 400 600 800
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Abb. 29: Qualitative Veranderungen der Ca2*- und SL-Transienten von ZSF-1 Kardiomyozyten durch
Sotagliflozin 30mg/kg KG bei 1 Hz

In Analogie zu der weitgehend unveranderten Ca?*-Homoostase, blieb die anteilige
Verkirzung und Amplitude der Sarkomerverkirzung von ZSF-1 Kardiomyozyten konstant
(siehe Abb. 22 rechts und Abb. 31, 32). Wie bei der [Ca?*]i war die Kontraktion der
isolierten Kardiomyozyten im ZSF-1 Modell im Vergleich zur Kontrolle deutlich schneller
(sieche Abb. 22). Ebenfalls war eine beschleunigte Relaxation bei den ZSF-1
Kardiomyozyten zu beobachten. ZSF-1 Kardiomyozyten kontrahierten 44% schneller
(siehe Abb. 33), und zeigten eine um 65% verkurzte Zeit bis 50% bzw. um 45% verkurzte
Zeit bis 90% Relaxation (siehe Abb. 34, 35). Kardiomyozyten von ZSF-1 Ratten hatten in
vitro eine signifikant langere enddiastolische Sarkomerlange (siehe Abb. 22 rechts und
30).
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Abb. 30: Enddiastolische Sarkomerlange bei 1 Hz;
*= p<0,05 vs. WT+Vehiculum

Abb. 31: Amplitude der Sarkomerlange bei 1 Hz
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Abb. 32: Anteilige Verkirzung der Sarkomere
bei 1 Hz

Abb. 33: Time to peak SL bei 1 Hz;
*= p<0,05 vs. WT+Vehiculum
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Abb. 34: Zeit bis 50% Relaxation bei 1 Hz; Abb. 35: Zeit bis 90% Relaxation bei 1 Hz;
*= p<0,05 vs. WT+Vehiculum *= p<0,05 vs. WT+Vehiculum

Es konnte kein Effekt von Sotagliflozin auf die kontraktile Funktion der aus ZSF-1 oder
WT Ratten isolierten Kardiomyozyten nachgewiesen werden (siehe Abb. 29-35).
Lediglich im Wildtyp verkirzte Sotagliflozin 30mg/kg KG die diastolische Sarkomerlange
(siehe Abb. 30) und die Zeit bis 50% Relaxation der Kardiomyozyten in vitro geringflgig
(siehe Abb. 34).

8.3.2 Erhdhte Stimulationsfrequenz: 2 Hz und 4 Hz

Man konnte bei allen Gruppen einen Anstieg der diast. [Ca?*]i, peak [Ca?*]i und [Ca?!];
Amplitude bei héherer Stimulationsfrequenz in den in vitro Messungen feststellen (siehe
Abb. 36, Tab. 5, 6). Ebenfalls war bei allen Gruppen eine Beschleunigung der [Ca?*]i
Anstieg- und Abfallkinetik, sowie Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit der
isolierten Kardiomyozyten zu beobachten (siehe Abb. 37, Tab. 5, 6, vgl. Bowditch-Effekt
und FDAR). Grundsatzlich konnten bei 2 und 4 Hz &hnliche Beobachtungen wie bei 1 Hz
Stimulationsfrequenz gemacht werden (siehe Tab. 5, 6). Einzige Auffalligkeit ist die
abfallende peak [Ca?']i von ZSF-1 Kardiomyozyten im Vergleich zum Wildtyp bei 2 Hz,
sowie bei 4 Hz (siehe Tab. 5, 6). Die geringfligig um 5,4% (bei 2 Hz) und 6,8% (bei 4 Hz)
abfallende peak [Ca?*]i hatte keinen Einfluss auf die [Ca?*]i Amplitude, sodass die diast.
[Ca?*]i in einem vergleichbaren AusmaR abgenommen haben muss, was jedoch nicht
statistisch signifikant ist (p=0,121 bei 2 Hz und p=0,062 bei 4 Hz; siehe Tab. 5, 6). Die
(bei 1 Hz) gesteigerte Geschwindigkeit des [Ca?*]i Abfalls in ZSF-1 Kardiomyozyten glich
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sich mit steigender Stimulationsfrequenz dem Wildtyp an (siehe Abb. 37 und Tab. 5, 6).
Die Zeit bis 90% [Ca?*]i Abfall war bei 2 Hz nur noch um ca. 16% verkirzt (vgl. 30% kurzer
bei 1 Hz) und bei 4 Hz nicht mehr unterschiedlich zum Wildtyp. Eine &hnliche
Beobachtung konnte bei der Zeit bis 50% [Ca?*]i Abfall gemacht werden. Die Annaherung
von WT und ZSF-1 ist beispielhaft in Abbildung 37 fir die Zeit bis 90% [Ca?*]i Abfall
gezeigt. Jedoch handelt es sich hierbei nur um numerische Unterschiede zwischen den
Mittelwerten, welche analog zur Beobachtung bei 1 Hz, auch bei 2 Hz das
Signifikanzniveau knapp verfehlten. Dennoch ist dies ein deutlicher Hinweis auf eine
Annaherung von ZSF-1 und Wildtyp hinsichtlich der Geschwindigkeit des [Ca?*]i Abfalls.

Bei der Relaxationskinetik war ebenfalls eine Anndherung von ZSF-1 Kardiomyozyten an
den Wildtyp zu verzeichnen, wobei diese im Vergleich immer noch deutlich akzeleriert
war (siehe Tab 5, 6). Die Kontraktionsamplitude blieb bei isolierten Kardiomyozyten vom

WT und ZSF-1 unverandert und unterschied sich weiterhin nicht (siehe Tab. 5, 6).

diast. [Ca®"];

1.0+
- WT+Veh
0.8 -©- ZSF-1+Veh
- WT+Sota 30mg
§ e & ZSF-1+Sota 30mg
— -A- /ZSF-1+Sota 1mg
0.4-

Abb. 36: Frequenzabhangige Anderungen der diast. [Ca?*]i Darstellung als Mittelwert pro Gruppe *
Standardabweichung
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Abb. 37: Frequenzabhangige Anderungen der Zeit bis 90% [Ca?*]i Abfall. Darstellung als Mittelwert pro
Gruppe * Standardabweichung

Die Behandlung mit Sotagliflozin 30mg/kg KG erhéhte bei den ZSF-1 Kardiomyozyten
bei 2 Hz und 4 Hz Stimulationsfrequenz die diast. [Ca?*]i und die peak [Ca?*] signifikant
(siehe Abb. 36, Tab. 5, 6). Dieser Effekt konnte bei Kardiomyozyten vom Sotagliflozin-
behandelten Wild-Typ nicht beobachtet werden. Sotagliflozin hatte auch bei héherer
Stimulationsfrequenz keinen Einfluss auf die [Ca?*]i Kinetik von ZSF-1 Kardiomyozyten
(siehe Tab. 5, 6). Ebenfalls blieb die kontraktile Funktion von ZSF-1 Kardiomyozyten aus
der mit Sotagliflozin behandelten Gruppe unverandert. Wie bei 1 Hz bewirkte Sotagliflozin
30mg/kg KG bei 2 Hz im Wildtyp eine Verklrzung der enddiastolischen Sarkomerlange
der Kardiomyozyten in vitro (siehe Tab. 5). Dieser Effekt trat bei 4 Hz nicht mehr auf
(siehe Tab. 6). Zusatzlich fuhrte die Behandlung des Wildtyps mit Sotagliflozin in den
isolierten Kardiomyozyten zu einer Verlangerung der Zeit bis 90% [Ca?*]i Abfall bei 4 Hz
(siehe Tab. 6), sowie zu einer Verkirzung der Zeit bis 50% Relaxation bei 2 Hz (siehe

Tab. 5), welche jedoch ein kaum relevantes Ausmal} hatten.
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Parameter WT WT ZSF-1 ZSF-1 * #
+Veh +Sota +Veh +Sota

n 4 5 4 3

[Ca?)i

diast. [Ca?*]i 0.684+0,086 0,755+0,074 0,632+0,059 0,748+0,021 | 0,121 (ns) | 0,016
[A.U]

t to peak 42,63+7,457 | 40,387+3,896 | 29,865+2,536 & 31,488+3,22 <0,001 | 0,648 (ns)
[ms]

peak [Ca?*]i 1,1#0,136 1,158+0,064 1,038+0,067 1,156+0,017 0,045 0,033
[A.U]

[Ca?*] 0,415+0,096 0,402+0,059 0,406+0,027 0,408+0,028 | 0,43 (ns) | 0,918 (ns)
amplitude

[A.U]

tto 50% | 83,173%15598 | 88,405+10,075 | 71,322+1,925 | 75,865+4,358 | 0,103 (ns) 0,506 (ns)
[Ca?*]i

decay [ms]

tto 90% | 222,702+33,54 | 239,29+34,359 | 195,457+7,988 @ 196,948+0,674 | 0,076 (ns) 0,925 (ns)
[Ca?*]i

decay [ms]
SL

enddiast. SL | 1,744+0,034 1,694+0,003 1,774%0,023 1,771%0,014 0,011 | 0,842 (ns)
[um]

tto peak | 94209+32,247 | 1017811928 = 56,117+6,599 | 651562547 = <0,001 | 0,291 (ns)
[ms]

peak SL 1,667+0,045 1,617+0,022 1,7+0,028 1,689+0,007 0,01 | 0,516 (ns)
[um]
SL 0,077+0,02 0,077+0,019 0,074+0,016 0,082+0,009 | 0,425 (ns) | 0,5 (ns)
amplitude
[um]

Tab. 5: Charakteristika der Ca?*- und Kontraktionstransienten bei 2 Hz; Sota= Sotagliflozin 30mg/kg KG,
*= p-Wert fur WT+Vehiculum vs. ZSF-1+Vehiculum, #= p-Wert fir ZSF-1+Vehiculum vs. ZSF-1+Sota

30mg/kg KG
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Parameter WT WT ZSF-1 ZSF-1 * #
+Veh +Sota +Veh +Sota

SL
fractional 4,437+1,187 4,545+1,123 4,18+0,882 4,612+0,475 | 0,354 (ns) | 0,506 (ns)
shortening

[%]

t to 50% 88,545+25,548 | 84,747+12,051 = 34,957+6,216 A 41,994+0,923 | <0,001 | 0,168 (ns)
relaxation

[ms]

tto 90%  162,17330,974 | 155,215+35,792 | 109,617+16,312  84,809+3,274 0,014 | 0,138 (ns)
relaxation

[ms]

Tab. 5 (Fortsetzung): Charakteristika der Ca2*- und Kontraktionstransienten bei 2 Hz; Sota= Sotagliflozin

30mg/kg KG, *= p-Wert fir WT+Vehiculum vs. ZSF-1+Vehiculum, #= p-Wert fir ZSF-1+Vehiculum vs. ZSF-

1+Sota 30mg/kg KG

Parameter WT WT ZSF-1 ZSF-1 * #
+Veh +Sota +Veh +Sota

n 4 5 4 3

[Ca?)i

diast. [Ca2*]i = 0.757+0,099 | 0,834:0,087 0,683+0,061 0,802+0,022 | 0,062 (ns) | 0,022
[A.U.]

tto peak | 39.628+10,335 39,192+1,833 & 30,7680,906 | 30,239:0419 0,005 | 0,852 (ns)
[ms]

peak [Ca?*]i = 1219+0,169 | 1,288+0,088 1,136+0,076 1,281+0,012 0,04 0,044
[A.U.]

[Ca2]; 0,462+0,13 0,455+0,063 0,454+0,03 0,479+0,012 | 0,419 (ns) | 0,68 (ns)
amplitude

[A.U.]

Tab. 6: Charakteristika der Ca?*- und Kontraktionstransienten bei 4 Hz; Sota= Sotagliflozin 30mg/kg KG,
*= p-Wert fir WT+Vehiculum vs. ZSF-1+Vehiculum, #= p-Wert fur ZSF-1+Vehiculum vs. ZSF-1+Sota

30mg/kg KG
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WT
+Veh

Parameter

WT

+Sota

ZSF-1
+Veh

ZSF-1 *

+Sota

[Ca?*];

tto 50% 59,981+8,05

[Ca?*] decay
[ms]
t to 90%
[Ca?*] decay

137,72+4,87

[ms]

65,976+5,664

147,828+5,574

57,996+2,762

136,976+11,118

62,832+4,654 | 0,294 (ns)

142,269+9,143 | 0,873 (ns)

0,218 (ns)

0,435 (ns)

SL

enddiast. SL = 1.719+0,038

[um]
tto peak | 75393£19,912
[ms]
peak SL
[um]

SL amplitude

[um]

1,644+0,054

0,076+0,017

fractional 4,391+1,024

shortening
[%6]
t to 50%

relaxation

66,479+8,529

[ms]
t to 90%

relaxation

116,104+22,67

[ms]

1,679+0,006

83,912+5,477

1,589+0,032

0,091+0,032

5,368+1,929

65,193+10,038

98,985+14,541

1,759+0,024

53,187+5,636

1,678+0,03

0,082+0,016

4,649+0,933

32,106+3,768

76,427+6,043

1,761+0,016 0,001

62,942+5,958 <0,001
1,659+0,015

0,019

0,102+0,004 | 0,993 (ns)

5,767+0,201 | 0,903 (ns)

37,088+0,562

<0,001

69,676+1,716 <0,001

0,848 (ns)

0,069 (ns)

0,404 (ns)

0,198 (ns)

0,223 (ns)

0,188 (ns)

0,334 (ns)

Tab. 6 (Fortsetzung): Charakteristika der Ca?*- und Kontraktionstransienten bei 4 Hz; Sota= Sotagliflozin
30mg/kg KG, *= p-Wert fur WT+Vehiculum vs. ZSF-1+Vehiculum, #= p-Wert fir ZSF-1+Vehiculum vs.

ZSF-1+Sota 30mg/kg KG

77



8.3.3 Dosisabhéangige Unterschiede bei der Behandlung mit Sotagliflozin

Die bei ZSF-1 Ratten durch Sotagliflozin herbeigeflihrte Erhéhung der diast. [Ca?*]i und
peak [Ca?*]i der isolierten Kardiomyozyten konnte nur mit einer Dosis von 30mg/kg KG
herbeigefuhrt werden (siehe Tab. 7). Bei einer Dosis von 1mg/kg KG wurden keine

signifikanten Veranderungen erreicht. Dies gilt fur alle Stimulationsfrequenzen.

Parameter Stim..- ZSF-1 ZSF-1 ZSF-1 * #
Freq. +Veh +Sota +Sota
1mg 30mg
n 4 4 3
[Ca?*]i
diast. [Ca2*]i[A.U.] 1 0,618+0,058 | 0,581+0,045 | 0,732+0,025 | 0,29 (ns) 0,004
2 0,632+0,059 | 0,599:0,042 & 0,748+0,021 | 0,337 (ns) 0,004
4 0,683+0,061 & 0,65x0,04 | 0,802+0,022 | 0,389 (ns) 0,006
peak [Ca?*]i [A.U.] 1 1,039+0,058 | 1,015+0,087 | 1,128+0,021 | 0,683 (ns) 0,033
2 1,038+0,067 | 1,03+0,089 | 1,156+0,017 | 0,985 (ns) 0,032
4 1,136+0,076 | 1,137+0,114 | 1,281+0,012 | 0,9 (ns) | 0,054 (ns)

Tab. 7: Dosisabhéngige Veranderungen der von Sotagliflozin beeinflussten Transientenparameter; *= p-
Wert fur ZSF-1+Vehiculum vs. ZSF-1+Sota 1mg/kg KG, #= p-Wert fur ZSF-1+Sota 1mg/kg KG vs. ZSF-
1+Sota 30mg/kg KG
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8.4 Koffein-induzierte Ca*-Transienten

Gruppe Anzahl Anzahl Zellen pro | Anzahl Zellen pro
Versuchstiere Gruppe Versuchstier
Gesamt 19 105 105
WT+Vehiclum 3 9 2
4
3
WT+Sotagliflozin 30mg 5 21 2
4
2
6
7
ZSF-1+Vehiculuim 4 27 8
5
7
7
ZSF-1+Sotagliflozin 1mg 4 29 10
4
6
9
ZSF-1+Sotagliflozin 30mg 3 19 6
4

9
Tab. 8: Anzahl der Versuchstiere pro Gruppe und Zellzahl pro Versuchstier fir die Analyse der Koffein-

induzierten Ca%*-Transienten

Es konnten keine signifikanten Unterschiede in der [Ca?*]sr und NCX-Aktivitat zwischen
allen Gruppen festgestellt werden (siehe Tab. 9). Jedoch lasst der Vergleich der
Mittelwerte eine moglicherweise reduzierte [Ca®*]i Amplitude der Koffein-induzierten
Ca?*-Transienten und damit verminderte Ca?*-Beladung des SR vermuten (siehe Tab. 9),
was im Einklang mit der verminderten peak [Ca?']i der Ca?*-Transienten bei 2 und 4 Hz
steht (siehe Tab. 5, 6). Die NCX-Aktivitat, gemessen an der tau Zeitkonstante des [Ca?*]i
Abfalls, war bei den ZSF-1 Kardiomyozyten um fast 44% erhoht (vs. WT+Vehiculum),
sodass in der Zusammenschau mit der ebenfalls verminderten Zeit bis 50% bzw. 90%
[Ca?*]i Abfall eine erhohte NCX-Aktivitat vermutet werden kann (siehe Tab. 9).
Sotagliflozin hatte keinen relevanten Effekt auf den SR Ca?*-Gehalt oder die NCX-
Aktivitat (siehe Tab. 9).
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Parameter WT WT ZSF-1 ZSF-1 * #

+Veh +Sota +Veh +Sota
n 3 5 4 3
[Ca?]i
peak [Ca?*]i = 173680123 1,385x0,144 1,282+0,056 1,333#0,116 | 0,481 (ns) | 0,704
[A U ] (ns)
[Ca?*] 0,627+0,086 0,585+0,205 0,446+0,054 0,497+0,091 | 0,215 (ns) | 0,646
. ns
amplitude ")
[A.U]
t to 50% 1,250,732 1,173+0,259 0,915+0,134 0,950,013 | 0,094 (ns) | 0,867
ns
[Ca?*] decay s
[s]
t to 90% 2,533+1,262 2,841+0,768 2,101%0,315 2,190,482 | 0,253 (ns) 0,718
ns
[Ca?*]i decay (n9)
[s]
tau decay 2,148+1,342 1,935+0,793 1,396+0,376 1,41240,148 | 0,107 (ns) = 0,987

const. [ms] (ne)

Tab. 9: Charakteristika der Koffein-induzierten Ca?*-Transienten; Sota= Sotagliflozin 30mg/kg KG, *= p-
Wert fur WT+Vehiculum vs. ZSF-1+Vehiculum, #= p-Wert fir ZSF-1+Vehiculum vs. ZSF-1+Sota 30mg/kg
KG

8.5 Myofilamentsensitivitat und Relaxation

Insgesamt wurden 15,98% der Zellen von der statistischen Analyse ausgeschlossen, da
der Regressionskoeffizient der dazugehoérigen Hysterese-Schleife <0,7 betrug. Die
Ausschlussmengen der einzelnen Gruppen sind, zusammen mit der Anzahl der
Versuchstiere pro Gruppe und der untersuchten Zellzahl pro Gruppe, der Tabelle 10 und
11 zu entnehmen. Die akzeptable Ausschlussrate reprasentiert die Gite des Modells und
belegt die adaquate Auswahl des analysierten Zeitraums zwischen der Zeit bis 50% und
90% [Ca?*]i Abfall. Es konnten keine relevanten Unterschiede in der Qualitat des linearen
Fit (R?) zwischen den Gruppen festgestellt werden (siehe Tab. 12, 13).
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Stim.- Gruppe Anz. Anz. gemessene | Anz. Zellen/ | Anz. Zellen
Freq. Versuchstiere Zellen/ Gruppe Versuchstier R<O0,7/ Tier
1 Hz WT+Veh 4 33 6/14/1/12 0/4/0/4
WT+Sota 5 39 10/6/5/6/12 2/1/0/1/1
30mg
ZSF-1+Veh 4 74 17/20/19/18 1/2/3/4
ZSF-1+Sota 4 70 21/11/18/20 2/2/2/2
1mg
ZSF-1+Sota 3 50 15/5/30 3/1/6
30mg
2 Hz WT+Veh 4 33 6/14/1/12 1/5/0/3
WT+Sota 5 39 10/6/5/6/12 2/0/0/2/1
30mg
ZSF-1+Veh 4 74 17/20/19/18 1/3/2/3
ZSF-1+Sota 4 70 21/11/18/20 3/1/2/1
Img
ZSF-1+Sota 3 50 15/5/30 3/1/5
30mg
4 Hz WT+Veh 4 33 6/14/1/12 0/3/0/3
WT+Sota 5 39 10/6/5/6/12 3/1/1/0/0
30mg
ZSF-1+Veh 4 74 17/20/19/18 2/3/4/3
ZSF-1+Sota 4 70 21/11/18/20 4/1/2/3
1mg
ZSF-1+Sota 3 50 15/5/30 1/0/7
30mg

Tab. 10: Anzahl der Versuchstiere pro Gruppe und Zellzahl pro Versuchstier fur die Analyse der

Myofliamentsensitivitat
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WT WT ZSF-1 ZSF-1 ZSF-1 >

+Veh +Sota +Veh +Sota +Sota

30mg 1mg 30mg
n gesamt 33 39 74 70 50 266
1Hz 25 34 64 62 40 225
Auss.-Rate 1Hz [%]  24.24 12,82 13,51 11,43 20,0 16,4
2Hz 24 34 65 63 41 227
Auss.-Rate 2Hz [%] ~ 27.27 12,82 12,16 10,0 18,0 16,05
4Hz 27 34 62 60 42 225
Auss.-Rate 4Hz [%] 1818 12,82 16,22 14,29 16,0 15,5
S [%] 23,23 12,82 13,96 11,91 18 15,98

Tab. 11: Ausschlussraten (MFS)

Es zeigten sich deutliche Unterschiede im Ca?*-abhangigen Verhalten der Myofilamente

(siehe Abb. 38). ZSF-1 Kardiomyozyten hatten eine stark erhdhte Myofilamentsensitivitat

(bei 1 Hz Feldstimulation) im Vergleich zum Wildtyp, welche durch eine geringere

Steigung der linearen Regressionsgerade bezeichnet ist (siehe Abb. 38, 39).
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Abb. 38: Qualitative Unterschiede der Konfiguration der Hystereseschleifen zwischen den Gruppen
WT+Vehiculum, WT+Sotagliflozin 30 mg/kg KG, ZSF-1+Vehiculum und ZSF-1+Sotagfliflozin 30 mg/kg KG

bei 1 Hz

Eine &ahnliche Beobachtung konnte bei 2 und 4 Hz Feldstimulation gemacht werden

(siehe Abb. 40, 41).
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Abb. 39: Myofilamentsensitivitat bei 1 Hz;
*= p<0,05 vs. WT+Vehiculum

Abb. 40: Myofilamentsensitivitat bei 2 Hz;
*= p<0,05 vs. WT+Vehiculum
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Abb. 41: Myofilamentsensitivitéat bei 4 Hz;
*= p<0,05 vs. WT+Vehiculum

In den aus mit Sotagliflozin 30mg/kg KG behandelten ZSF-1 Ratten isolierten
Kardiomyozyten lasst sich eine Abnahme der Myofilamentsensitivitat unter Sotagliflozin
vermuten. Der Betrag der negativen Steigung der linearen Regressionsgerade war bei
allen Stimulationsfrequenzen um durchschnittlich 58% erhéht, welches ein Zeichen fur
eine geringere Ca?*-Affinitat der Myofilamente ist (siehe Abb. 39-41). Bei einer Dosis von
1mg/kg KG konnte ein &hnlicher Effekt beobachtet werden (siehe Abb. 42-44).
Dennochblieb die Myofilamentsensitivitat im Vergleich zur Kontrolle auch nach der
Behandlung mit Sotagliflozin erhéht (siehe Abb. 39-41). Trotz der im Schnitt um 58%
hoheren Steigung bei 30mg/kg KG und 86% bei 1mg/kg KG war keiner dieser Effekte von
Sotagliflozin statistisch signifikant. Kontrar zu dieser Beobachtung erhdhte Sotagliflozin
in WT Kardiomyozyten bei einer Dosis von 30mg/kg KG die Myofilamentsensitivitéat bei 1
Hz signifikant (siehe Abb. 39).
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Abb. 44: Dosisabhangie Veranderungen der MFS bei 4 Hz
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Der sich zwischen den Gruppen nicht relevant unterscheidende Regressionskoeffizient
R? zeigt, dass das lineare Modell, auch bei beeinflusstem kontraktilem Apparat und
veranderter Myofilamentsensitivitat, zu einer guten Annéherung fuhrt. Er zeigt, dass sich
die Sarkomerlange selbst bei einem starken Anstieg der Myofilamentsensitivitat in der
Zeit zwischen 50% und 90% [Ca?*]i Abfall linear zur [Ca?*]i verhalt (siehe Tab. 12, 13).
Lediglich bei 2 Hz unterschied sich R? zwischen den Gruppen ZSF-1+Vehiculum und

ZSF-1+Sotagliflozin 30mg/kg KG in einem nicht relevanten Ausmalf3 (siehe Tab. 12).

Frequenz WT WT ZSF-1 ZSF-1 * #
+Veh +Sota +Veh +Sota
n 4 5 4 3
1 Hz 0,8216+0,095 | 0,8126+0,036 | 0,845:0,035 | 0,798+0,03 | 0,052 (ns) 0,234 (ns)
2 Hz 0,811+0,077 | 0,824+0,043 | 0,846+0,009 | 0,799:0,012 | 0,073 (ns) 0,026
4 Hz 0,826+0,044 | 0,826+0,031 | 0,811+0,019 | 0,83740,018 | 0,912 (ns) 0,391 (ns)

Tab. 12: Versuchsgruppen ibergreifende Konstanz von R2; Sota= Sotagliflozin 30mg/kg KG; *= p-Wert flir
WT+Vehiculum vs. ZSF-1+Vehiculum, #= p-Wert fur ZSF-1+Vehiculum vs. ZSF-1+Sota 30mg/kg KG

Frequenz ZSF-1 ZSF-1 ZSF-1 * #
+Veh +Sota 1mg +Sota 30mg
n 4 4 3
1 Hz 0,845+0,035 0,833+0,03 0,798+0,03 0,236 (ns) | 0,887 (ns)
2 Hz 0,846+0,009 0,835+0,023 0,799+0,012 0,456 (ns) | 0,118 (ns)
4 Hz 0,811+0,019 0,841+0,014 0,837+0,018 0,110 (ns) | 0,555 (ns)

Tab. 13: Dosisabhéangiger Effekt von Sotagliflozin auf R2; *= p-Wert fir ZSF-1+Vehiculum vs. ZSF-1+ Sota
1mg/kg KG, #= p-Wert fur ZSF-1+Sota 1mg/kg KG vs. ZSF-1+Sota 30mg/kg KG
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9. Diskussion

In dieser Studie haben wir gezeigt, dass bei durch das metabolische Syndrom bedingter
HFpEF die diastolische Dysfunktion in vivo nicht mit einer Storung der kardiomyozytaren
Ca?*-Homoostase und Relaxation in vitro einhergeht. Kardiomyozyten von ZSF-1 Ratten
zeigen nach 23 Wochen einen akzelerierten Ca?*- und Kontraktionszyklus, sowie eine
erhohte Myofilamentsensitivitdt. Sotagliflozin hat keinen vorteilhaften Effekt auf die
kontraktile Funktion der ZSF-1 Kardiomyozyten in vitro. Die wesentlichen Erkenntnisse

dieser Studie sind in der Abbildung 45 graphisch zusammengefasst.
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9.1 Validierung des ZSF-1 Modell

Die ZSF-1 obese Ratte entwickelte wahrend der Versuchsdauer ein erhohtes
Kdrpergewicht und zeigte erhdhte Blutglukosekonzentrationen, was zur metabolischen
Induktion einer Herzinsuffizienz mit diastolischer Dysfunktion fiihrte (Primessnig DGK
Herztage 2019 [101]). Zum Zeitpunkt der in vitro Untersuchungen zeigte die ZSF-1 obese
Ratte deutliche Zeichen einer strukturellen Herzerkrankung mit erhéhtem Herzgewicht,
LV-Masse und LV-Wandstéarke, sowie dilatiertem LA (Primessnig DGK Herztage 2019
[101]). Eine diastolische Dysfunktion bei erhaltener Pumpfunktion konnte in der
Echokardiographie mit den dargestellten Parametern (siehe 8.1) und einer erhghten
isovolumetrischen  Relaxationszeitkonstante  (IVRT/HR) nachgewiesen werden
(Primessnig DGK Herztage 2019 [101]). Die hamodynamische Katheteruntersuchung
bestétigte diese Befunde. Diese Daten stehen im Einklang mit den Ergebnissen bereits
durchgefuhrter Studien unserer und anderer Arbeitsgruppen mit dem ZSF-1 Modell
(Vorstudie unserer Arbeitsgruppe [93], [50, 90, 92, 105]). Somit l&sst sich schlussfolgern,
dass die ZSF-1 Ratte ein durchaus geeignetes Modell zur Erforschung von HFpEF mit
metabolischer Komponente ist und der menschlichen Pathologie sehr nahekommt. Die
stabile Auspréagung des HFpEF-typischen Phanotyps in vivo bot daher die ideale
Grundlage zur Uberpriifung der Hypothesen dieser Arbeit in den in vitro Untersuchungen.

9.2 Zellulare Kompensation der diastolischen Dysfunktion

In diesem Krankheitsmodell von HFpEF kontrastiert der in vitro Phanotyp der

Kardiomyozyten drastisch mit der gestérten diastolischen Funktion in vivo.

Parallel zur erhaltenen Pumpfunktion in vivo konnte nach 23 Wochen keine Abnahme der
[Ca?*]i Amplitude der Kardiomyozyten in vitro festgestellt werden. Folglich zeigten die
ZSF-1 Kardiomyozyten keine eingeschrénkte Kontraktilitdt, was dem typischen klinischen
Bild von HFpEF entspricht und auch im Einklang mit den vorrausgegangenen in vivo
Untersuchungen dieser Versuchsreihe steht (siehe 8.1 und 9.1). Erstaunlicherweise ist
die in vivo diastolische Dysfunktion in diesem Versuch nicht auf eine gestoérte Relaxation
der isolierten Kardiomyozyten zuriickzufihren. Vielmehr konnten wir eindrucksvoll

zeigen, dass ZSF-1 Kardiomyozyten sich in diesem Stadium der Erkrankung in einem
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hyperkontraktilen Zustand befinden. Die akzelerierte Kontraktions-/Relaxationskinetik
und die erhbhte enddiastolische Sarkomerlange deuten auf einen zellularen
Kompensationsmechanismus, als Folge der diastolischen Dysfunktion in vivo hin. Dem
zugrunde liegend fanden wir eine intakte [Ca?'li HomoOostase mit beschleunigter Ca?*-
Freisetzungs- und -Abfallkinetik im Zytosol. Die erhdhte enddiastolische Sarkomerlange
bei ZSF-1 Kardiomyozyten lasst sich ebenfalls durch die von uns vermutete akzelerierte
Kinetik des Ca?*-Abfalls erklaren, da es eine gewisse Zeitverzogerung zwischen Ca?*-
Anstieg/Abfall und Kontraktion/Relaxation gibt. Diese Verzogerung stellt die Zeit dar, die
es benotigt bis das Ca?* aus dem Zytosol dem Konzentrationsgefalle folgend in das
Subkompartiment des Sarkomers diffundiert ist und umgekehrt, sowie die Zeit fir die
mechanische Myofilamentaktiviat. Da sich bei schnellerem Ca?*-Abfall das Sarkomer
langer in niedrigerer [Ca?*]i befindet, kommt es zu einer vermehrten Inaktivierung des
Querbrickenzyklus und zu einer starkeren Relaxation bis zur néchsten Kontraktion.
Dariiber hinaus ist durch die abfallende peak [Ca?*]i unter hoherer Stimulationsfrequenz
bei gleichbleibender [Ca?']i Amplitude zu vermuten, dass die [Ca?']i insgesamt
abgenommen hat. Durch die gleichzeitige Steigerung der Myofilamentsensitivitat hat sich
maoglichweise ein neues Gleichgewicht eingestellt, in dem die kontraktile Funktion der
Kardiomyozyten (Kontraktionsamplitude und fractional shortening) auf einem niedrigeren
[Ca?*]i Niveau gehalten werden konnte. Durch die verminderte diast. [Ca?*]ikommt es in
unserem Versuch, trotz gesteigerter Myofilamentsensitivitat, zu einer starkeren
Relaxation der ZSF-1 Kardiomyozyten. Die Hypothese der erhohten diastolischen [Ca?*];
und [Ca?*]i Abfallgeschwindigkeit als Ursache einer zellularen Relaxationsstorung, die zur
diastolischen Dysfunktion fiihrt, kann damit abgelehnt werden. Ob die diast. [Ca?*]i und
Relaxation der Kardiomyozyten unter Lastbedingungen (in diesem Versuch ,unloaded
cardiomyocytes®) und in Gegenwart neuroendokriner und parakriner Faktoren, direkter
Zell-Zell-Kontakte und unter den metabolischen Bedingungen in vivo mit den
Bedingungen in vitro vergleichbar sind, kdnnen wir jedoch nicht sagen. Die Ergebnisse
dieser Studie belegen aber, dass die intrinsische Funktion der Kardiomyozyten nicht die
Ursache der diastolischen Dysfunktion ist.

Die Funktion der ZSF-1 Kardiomyozyten bleibt, gemessen an der Kontraktion, im
Vergleich zum Wildtyp auch unter chronotroper Belastung verbessert. Jedoch nehmen
die Unterschiede zwischen ZSF-1 und Wildtyp Kardiomyozyten in der Geschwindigkeit
des [Ca?']i Abfalls unter hoheren Frequenzen ab. Das lasst auf eine eingeschrankte
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Belastungskapazitat der isolierten Kardiomyozyten schlieBen, da die [Ca?*]i Abfallkinetik
nicht mehr im selben Ausmall wie beim Wildtyp beschleunigt werden kann. Die
abnehmende peak [Ca?*]i bei hoherer Stimulationsfrequenz ist ein Zeichen dafir, dass
es durch die vermehrte Ca?*-Freisetzung zu einer Entladung des SR kommt und die
Belastungskapazitat der zellularen lonenhomdostase reduziert ist. Dies kann ein Zeichen
einer diabetischen Schadigung der Kardiomyozyten sein, welche sich auch durch einen

verminderten Ca?*-Gehalt des SR manifestieren kann (siehe 6.4.1).

Die gewonnenen Erkenntnisse stehen im Widerspruch zum supprimierten Ca?*- und
Kontraktionszyklus der Kardiomyozyten, welcher typisch fur HFrEF ist. Insgesamt lassen
sich trotz der metabolischen Komponente in diesem Modell deutliche Parallelen zu dem
Hypertrophie-assoziierten Modell von HFpEF (HHR), welches von Curl et al. beschrieben
wurde, ziehen [45]. Hier kommt es auf kardiomyozytarer Ebene ebenfalls zu einer
Akzeleration des Ca?*- Zyklus und zu einer gesteigerten Kontraktilitit [45]. Eine
Erhéhung der diast. [Ca?*]i mit nachstehender zellularer Relaxationsstérung, wie sie sich
in der Studie von Curl et al. [45] darstellte und auch beim Menschen mit hypertensiver
Herzkrankheit und HFpEF gefunden wurde [106], zeigte sich in unserem Versuch jedoch
nicht. Es ist anzunehmen, dass es sich bei der Akzeleration des Ca?*- Zyklus und der
gesteigerten Kontraktilitat der isolierten Kardiomyozyten um einen
Kompensationsmechanismus gegen die erhOhte Steifigkeit der EZM (kardiales
Remodeling und Fibrose) und eine erhdhte aktive und passive Steifigkeit der
Myofilamente handelt [45]. Curl et al. konnten eine direkte Beziehung von Hypertrophie
der Kardiomyozyten und erhohter [Ca?*]i feststellen [45]. Dieser Zustand ist von der
Atiologie und vermutlich auch vom Alter abhangig. In Vorstudien unserer Arbeitsgruppe
konnten in von 28 Wochen alten ZSF-1 obese Ratten isolierten Kardiomyozyten sowohl
eine verminderte Ca?*-Amplitude, als auch ein verlangsamter [Ca?*]i Abfall bewiesen
werden [93]. Miranda-Silva et al. haben im selben Modell ebenfalls nach 28 Wochen
einen verlangsamten [Ca?*]i Anstieg und Abfall, zusammen mit einer erhdhten diast.
[Ca?*]i bei gleichbleibender [Ca?*]i Amplitude festgestellt [105]. Zusétzlich wurde in
diesem Versuch eine konsekutive Verlangsamung der Kontraktions- und

Relaxationsgeschwindigkeit der isolierten Kardiomyozyten gezeigt [105].

Im Nephrektomie-induzierten HFpEF-Modell ist, ahnlich zu diesem Versuch, keine

erhohte diast. [Ca?*]i festzustellen [53]. In der Studie von Primessnig et al. konnten, wie
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in diesem Versuch, keine fur die Kardiomyozytenfunktion relevanten Veranderungen der
[Ca?*]i in vitro festgestellt werden. Primessnig et al. haben jedoch einen verlangsamten
[Ca?*]i Abfall und daraus resultierender zellularer Relaxationsstérung nachgewiesen[54],
was sich in unserer Studie nicht darstellte. In diesem als auch in unserem Versuch
verlangsamte sich die [Ca?']i Abfall Kinetik mit zunehmender Stimulationsfrequenz im
Vergleich zur Kontrolle [53], was wie die abfallende peak [Ca?*]i in unserem Versuch ein
Zeichen einer eingeschrankten Belastungskapazitat der Kardiomyozyten ist. Ein Grund
fur die eingeschrankte Belastungskapazitat in unserer Studie konnte ein vermindertes -
Adrenorezeptor-Signaling sein, was Hamdani et al. bereits in einem hypertensiven
HFpEF-Modell nachweisen konnten [49]. Dadurch dass die PKA weniger aktiv ist, kann
die Leistungsfahigkeit der am Ca?*-Handling beteiligten Proteine, Transporter und Kanale
(v.a. PLB, SERCA, LTCC, RyR und NKA) durch Phosphorylierung nicht weiter gesteigert
werden. Unter physiologischen Bedingungen wiirde die B-adrenerg induzierte Steigerung
der cAMP-Konzentration die PKA aktivieren [26]. Die PKA-abhangige Phosphorylierung
der Ca?*-Kanéle (u.a. LTCC) wirde den transsarkolemmalen Ca?*-Einstrom erhéhen [18,
26]. Das wiederum wirde die Offenwahrscheinlichkeit des RyR erhdhen und zu einem
gesteigertem CICR aus dem eng benachbarten SR fuhren [26]. Der RyR wird ebenfalls
von der PKA phosphoryliert, was dessen Offenwahrscheinlichkeit zusatzlich erhéhen
wurde [18, 26, 27, 107]. Gleichzeitig wirde auch die Ca?*-Wiederaufnahme gesteigert
werden, was zusammen mit der erhohten Ca?*-Freisetzung auch zu einer starkeren Ca?*-
Beladung des SR fuhren wirde (erhdht ebenfalls die Offenwahrscheinlichkeit des RyR)
[18, 26, 29]. Ohne diesen Mechanismus ist die physiologisch positive Bowditch-Treppe
aufgehoben. Bei Diabetes mellitus ist das B-Adrenorezeptor-Signaling gestort, sodass
dieser Aspekt im ZSF-1 Modell wahrscheinlich eine besondere Bedeutung hat [76].

Sowohl in der Studie von Curl et al., als auch in der Studie von Primessnig et al. zeigte
sich eine erhohte Proarrhythmogenitat, die durch spontane und dyssynchrone Ca?*-
Freisetzungen aus dem SR gekennzeichnet waren [45, 53]. Das AP-unabhangige Ca?*-
Leck in die Mikrodoméane von SR, LTCC und NCX (fuzzy space) kann DADs, Arrhythmien
und plétzlichen Herztod zur Folge haben [39]. Als Ursachen zeigten sich in beiden
Studien Veranderungen im Expressions- und Phosphorylierungsmuster der
Schliisselproteine des SR Ca?*-Handlings [45, 53]. Curl et al. [45] konnten eine
verminderte Expression der SERCA2a, PLB und des RyR nachweisen. Zusatzlich wiesen

die Proteine einen hohen Phosphorylierungsstatus auf, sodass sich die erhohte
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Proarrhythmogenitat damit begriinden lasst. Dies macht eine pathologische Aktvierung
bzw. Deaktivierung von second-messenger-Systemen wie CaMKIIl, PKA, PKC und PKG
wahrscheinlich. In einer Studie von Runte et al. [L06] konnten bei hypertensiven Patienten
mit HFpEF keine Veranderungen in der Expression der Na*- und Ca?*-Transporter

nachgewiesen werden.

9.2.1 Gesteigerte Aktivitat des Na*-Ca?*-Austauschers

Die abnehmende maximale [Ca?*]i unter schnellerer Stimulation und die reduzierte [Ca?*];
Amplitude der Koffein-induzierten Ca?*-Transienten konnten Zeichen dafiir sein, dass es
durch die vermehrte Ca2*-Freisetzung zu einer Entladung des SR kommt. Moglicherweise
ist die SERCA-Aktivitat eingeschrankt und befindet sich bereits bei 1 Hz (unter in vitro
Bedingungen) nahe ihrer Leistungsgrenze. Alternativ konnte es auch zu einer diffusen
Ca?*-Freisetzung aus ,leaky” Ryanodin-Rezeptoren kommen, die den SR-Ca?*-Speicher
leeren (vgl. HFrEF [26, 34, 35, 39]). In beiden Fallen ist die NCX-Aktivitat im
Vorwartsmodus gesteigert, wodurch ein Anstieg der diast. [Ca?*]i verhindert wird.
Moglicherweise wird durch den Anstieg der NCX-Aktivitat ein neuer steady state erreicht,
der durch die ,Uberkompensatorische“ Senkung der diast. [Ca?'] die ausreichende
zytosolische [Ca?*]i Amplitude wiederherstellt, um die kontraktile Funktion der
Kardiomyozyten zu sichern.

Die beschleunigte Zeitkonstante des [Ca?*]i Abfall tau der Koffein-induzierten Ca?*-
Transienten zeigte eine um 40% erhOhte Aktivitdt des sarkolemmalen NCX im
Vorwartsmodus bei ZSF-1 Kardiomyozyten. Ebenso waren die Zeiten bis 50% und 90%
[Ca?*]i Abfall um 31% bzw. 22% verkirzt, wenn auch all diese Unterschiede nicht
statistisch signifikant waren. Dies konnte vor allem durch die kleine n-Zahl und die
verhaltnismalig grol3e Streuung in der WT+Vehiculum Gruppe bedingt sein, weshalb wir
von einem Fehler 2. Art bei der statistischen Analyse der Koffein-induzierten Ca?*-
Transienten ausgehen. Daher lehnen wir in der Zusammenschau mit den Ergebnissen
der Ca?*-Transientenanalyse (verminderte peak [Ca?*]i) und den Mangel an gegenteiligen

Beweisen die Nullhypothese trotzdem ab.

Die gesteigerte NCX-Aktivitat konnte die beginnende Dekompensation der Ca?*-

Homoostase unter chronotroper Belastung erklaren. Gesteigerte NCX-Aktivitat wird

93



klassischer Weise mit HFrEF in Verbindung gebracht [26, 39]. Durch eine reduzierte
SERCA-Aktivitat akkumuliert Ca?* bei hoher Frequenz starker im Zytosol. Miranda-Silva
et al. haben in Kardiomyozyten von 28 Wochen alten ZSF-1 Ratten eine erhdhte
Expression von PLB im Vergleich zu ZSF-1 lean Kardiomyozyten festgestellt [105]. Durch
den geringeren SERCA/PLB-Quotienten und die zusatzlich verminderte
Phosphorylierung von PLB kommt es zu einer verminderten Ca?*-Aufnahme des SR
[105]. Hier scheint es eine Uberschneidung zu HFrEF zu geben, bei der der SERCA/PLB-
Quotient und die SERCA-Aktivitat ebenfalls vermindert ist [35, 39]. Dadurch wird eine
kompensatorisch hohere NCX-Aktivitat im Vorwartsmodus nétig, um einen Anstieg der
diast. [Ca?*]i zu verhindern. Das ist insofern schlissig, da bei ZSF-1 Kardiomyozyten
nach 23 Wochen die diast. [Ca?*]i nicht erhoht ist im Vergleich zur Kontrolle. Jedoch fiihrt
die erhbhte NCX-Aktivitat im Vorwartsmodus auch zu einer Entladung des SR, da das
Ca?* die Zelle verlasst. Zum einen sinkt dadurch die absolute Menge an Ca?*, die durch
das SR freigesetzt werden kann, zum anderen sinkt die Offenwahrscheinlichkeit des
RyR, was beides zu verminderter Ca?*-Freisetzung fihrt. Durch unsere Studie lasst sich
nicht ausschliel3en, dass es zu einer Entladung des SR gekommen ist. Obwohl sich die
[Ca?*]i Amplituden der Koffein-induzierten Ca?*-Transienten von ZSF-1 Kardiomyozyten
nicht signifikant vom Wildtyp unterscheiden, kann man in vitro eine Tendenz zu einer
verminderten Ca?* Freisetzung aus dem SR erkennen. So lehnen wir auch hier aufgrund
der niedrigen Power unseres statistischen Tests (kleiner Stichprobenumfang, sowie
hohes Streuungsmal’) die Nullhypothese ab, da wahrscheinlich ein Fehler 2. Art vorliegt
(siehe auch Zeit bis 50% und 90% [Ca?*]i Abfall, sowie Zeitkonstante des [Ca?*]i Abfalll
tau). Bereits in Vorversuchen zu dieser Studie konnte eine signifikante Verminderung der
sarkoplasmatischen [Ca?*] nach 28 Wochen gefunden werden [93]. Beim Menschen mit
hypertensiver Herzkrankheit und HFpEF ist eine Zunahme der diast. [Ca?']i der
Kardiomyozyten bei steigender Frequenz nachweisbar, was ebenfalls ein Zeichen
verminderter SERCA-Aktivitat und nicht ausreichender NCX-Aktivitat im Vorwartsmodus
ist [105, 106].

Die gesteigerte NCX-Aktivitat kdnnte also der Grund sein, warum es in isolierten
Kardiomyozyten von 23 Wochen alten ZSF-1 Ratten noch nicht zu einer diast.
Dysfunktion mit erhohter diast. [Ca?*]i bei hoheren Frequenzen gekommen ist. Die
Bedeutung des NCX in der Pathophysiologie von HFpEF bleibt jedoch noch nicht

eindeutig geklart. Im Hypertrophie-assoziierten HFpEF Rattenmodell und bei Menschen
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mit hypertensiver Herzkrankheit und HFpEF ist die Expression des NCX in den
Kardiomyozyten nicht verandert [45, 106]. Ebenfalls zeigte sich in Patch-Clamp-
Versuchen keine Anderung der Leitfahigkeit des NCX, die auf eine posttranslationale
Modifikation hinweisen wirde [45, 53]. Jedoch bleiben Veranderungen der NCX-Aktivitat
aufgrund von dynamischen Anderungen des elektrochemischen Gradienten, z.B. durch
eine Erh6hung des intrazellularen [Na*], unbertcksichtigt. Im kardiorenalen HFpEF-
Modell ist die Expression des NCX erhoht und die Aktivitat im Vorwartsmodus
eingeschréankt [53]. In der Studie von Primessnig et al. konnte eine reduzierte Expression
der NCX-kolokalisierten NKA-Untereinheit a2 festgestellt werden, die zu einer
verminderten Na*-Extrusion und der verminderten Vorwartsmodus-Aktivitat des NCX
gefuhrt haben koénnte [53]. In fast allen HFpEF-Modellen kann ein SR-Ca?*-Leck
festgestellt werden [45, 53, 93], was Ursache einer erhthten NCX-Aktivitat im
Vorwartsmodus sein kann [53]. Eine hohe SR-Beladung kann ebenfalls zu einem SR-
Ca?*-Leck fuhren [26], jedoch sind die sarkoplasmatischen [Ca?*] in den verschiedenen
Modellen teils erh6ht und teils erniedrigt [45, 53]. Obwohl bei HFpEF eine erhéhte [Na’];
in den Kardiomyozyten vermutet wird (Na*-Hypothese bei SGLT-2-Inhibitoren [41]),
konnte keine erhthte [Na*]i in Biopsien von Menschen mit hypertensiver Herzkrankheit

und HFpEF nachgewiesen werden [106].

Dementsprechend sollte die Bedeutung des NCX fur die Pathogenese von HFpEF immer
abhangig von der Atiologie und untersuchten Spezies (physiologisch hohere [Na']i in
Nagern und kleinerer Anteil des NCX am [Ca?*]i-Abfall) beurteilt werden. Nichtsdestotrotz
ist die Regulation der NCX-Aktivitat ein interessanter Angriffspunkt fiur eine
pharmakologische Intervention. Eine Reduktion der [Na*] im Subkompartiment des NCX
(Na* fuzzy space) durch das Blocken der leistungsfahigen Na*-Importer kdnnte bei den
jeweiligen Phanotypen zu einer verbesserten NCX-Aktivitat im Vorwartsmodus fuhren.
Dadurch kdnnte die diastolische Ca?*-Extraktion gefordert und die aktive Relaxation der
Kardiomyozyten verbessert werden. Deshalb kdnnten auch SGLT-Inhibitoren durch die
Reduktion des Na*-Influx durch SGLT-1 und NHE (Empagliflozin) in den jeweiligen
HFpEF-Phanotypen mit erhohter [Na*]i und/oder gestorter NCX-Aktivitat der
Kardiomyozyten zu einer Normalisierung der NCX-Aktivitat beitragen. In der Folge wirde
es zu einer Regulierung der lonenhomdostase und Verbesserung der diastolischen

Funktion kommen.
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9.2.2 Erhéhte Myofilamentsensitivitat

Wir konnten unsere Hypothese bestatigen, dass die Myofilamentsensitivitat in diesem
HFpEF-Modell erhéht ist. Der Zustand von hochaffinen Myofilamenten ist typischerweise
mit der genetisch bedingten hypertrophen Kardiomyopathie vergesellschaftet [58, 62].
Jedoch haben Hamdani et al. auch in einem Hypertonie-assoziiertem HFpEF-Modell eine
Hypophosphorylierung der Myofilamente - und damit Steigerung — der
Myofilamentsensitivitat nachgewiesen [49]. Hingegen ist noch ungeklart, ob die
Dysfunktion der Myofilamente Ursache oder Folge einer kardiomyozytaren Hypertrophie
durch Hypertonie ist. Dem gegenuberstehend scheint eine Langzeitschadigung der
Myofilamente (bspw. AGEs an Aktin, Myosin und Tnl, wie in 6.4.1 beschrieben) durch
den T2DM eher weniger relevant fur die Pathologie in diesem Versuch zu sein. Eine
diabetische Schadigung der Kardiomyozyten, wie bei einer diabetischen
Kardiomyopathie, wirde eher mit einer verminderten Myofilamentsensitivitét einher
gehen (siehe 6.4.1). Trotz alledem ist eine akute Beeinflussung der Funktion der
Myofilamente durch das pathologische Milieu (neurohumoraler und parakriner Stress,
verandertes metabolisches Angebot von Fettsduren, Glukose und Ketonkdrpern, freie
Radikale etc.) in vivo nicht auszuschlieBen. Anhand dieses Versuches ist aber eher
davon auszugehen, dass im ZSF-1 Modell zu diesem Zeitpunkt die Beeinflussung der

Myofilamente vorrangig durch den art. Hypertonus bedingt ist.

Die gesteigerte Myofilamentsensitivitat konnte ein zellularer
Kompensationsmechanismus gegen die Herzinsuffizienz nach 23 Wochen sein. Die
erhohte Myofilamentsensitivitat passt in das Bild des hyperkontraktilen Status (Vgl. Studie
von Curl et al. im Hypertonie-assoziiertem HFpEF-Modell [45]), da sie die
Kontraktionsleistung pro Ca?*-Einheit auf Kosten der Lusitropie steigert. In unserem
Versuch wurde die dadurch verschlechterte Relaxation der einzelnen Myofilamente durch
eine schnellere [Ca?*]i Abfallkinetik und eine niedrigere diast. [Ca?*]i kompensiert, sodass
sich  keine kardiomyozytdre Relaxationsstérung ausbildete. Die erhohte
Myofilamentsensitivitdt  erklart, warum die Kontraktionsleistung der ZSF-1
Kardiomyozyten in vitro trotz verminderter peak [Ca?*]i bei 2 und 4 Hz aufrechterhalten
werden kann. Die erhohte Ca?*-Affinitat sorgt dafiir, dass die verminderte [Ca?*]i nicht
zum Tragen kommt und der hyperkontraktile Status der Kardiomyozyten — wenn auch in

geringerer Auspragung — bei hdoheren Frequenzen bestehen bleibt. Hamdani et al.

96



interpretierten die Hypophosphorylierung des kontraktilen Apparates und Steigerung der
Myofilamentsensitivitat, als Folge eines verminderten p-Adrenorezeptor-Signaling [49].
Die Phosphorylierung von Tnl durch die PKA an Serin 23 und 24 fuihrt normalerweise zu
einer Abnahme der Myofilamentsensitivitdt und damit zu einer verbesserten Lusitropie
bei B-adrenerger Stimulation [29, 55, 57, 64]. Die Aktivierung von PKC hat grundsatzlich
einen gegenteiligen Effekt [58]. PKC phosphoryliert Tnl ebenfalls an Serin 23 und 24,
aber auch an Serin 43, 45 und Threonin 143, was die Myofilamentsensitivitat erhdht [58,
59]. Hierbei gibt es zusatzlich spezifische Gewichtungen bei den unterschiedlichen
Isoformen der PKC [58, 59]. Bei HFpEF findet sich eine Erhéhung der PKCa-Aktivitat bei
wohl unveranderter PKA-AKktivitat, was zu dem Ungleichgewicht in der Phosphorylierung
der Myofilamente zugunsten einer erhdhten Myofilamentsensitivitat beitragt [49]. Ein PKC
abhangiger Effekt auf TnT zugunsten einer erhdhten Myofilamentsensitivitat ist nicht
auszuschlieBen. Weiterfuhrend ist bekannt, dass bei HFpEF das NO-Signaling tber
cGMP und PKG gestort ist [4, 47, 108]. Folglich kdnnte die verminderte PKG-abhangige
Phosphorylierung von Serin 23 und 24 am Tnl zu einer weiteren Erhéhung der
Myofilamentsensitivitdt und einer gestorten zellularen Relaxation beitragen.

Hamdani et al. haben im ZSF-1 Modell eine Titin-Hypophosphorylierung festgestellt, die
wesentlich zur erhéhten Steifigkeit des Herzens beitrug [50]. In einem weiteren
hypertensiven Modell von HFpEF (Hund), konnte ebenfalls von Hamdani et al. eine Titin-
Hypophosphorylierung an denselben Phosphorylierungsstellen ermittelt werden [49]. Der
Tn-Komplex und MyBP-C waren in dieser Studie hypophosphoryliert, was zuséatzlich eine
Steigerung der Myofilamentsensitivitat bedingte [49]. Diese pathologischen Befunde
konnten durch die Administration von PKA- und PKG-aktivierenden Substanzen
rickgangig gemacht werden [49]. Daher vermuten wir auch in unserem Versuch eine

PKA- und/oder PKG-abh&ngige Hypophosphorylierung des kontraktilen Apparates.

Es ist sehr wahrscheinlich, dass der kompensatorische Anstieg der
Myofilamentsensitivitat bei weiterer Kompromittierung des Ca?*-Zyklus im Fortschritt der
Erkrankung pathologischen Charakter bekommt. Insbesondere bei einem Anstieg der
diast. [Ca?*];, wie bereits von Curl et al. und Miranda-Silva et al. beschrieben [45, 105],
wirde es zu einer Relaxationsstorung der Kardiomyozyten kommen. Dieser Zustand

wurde in diesem Modell nach 23 Wochen jedoch nicht erreicht.
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9.3 Effekte von Sotagliflozin auf die Kardiomyozytenfunktion

SGLT-Inhibitoren greifen sowohl in den kardiomyozytaren Metabolismus, als auch in die
Na*-Homoostase durch NHE-Inhibition ein [56]. Der kardiomyozytare Metabolismus und
die [Na']i beeinflussen sich hierbei gegenseitig und beinflussen die elektromechanische
Kopplung (siehe 6.2.2 und 6.3.3). Eine erhodhte [Na*]ifuhrt tber den mitochondrialen NCX
zu einem Abfallen der [Ca?*]m [35, 41]Es kommt zu einer verminderten Aktivierung der
Enzyme des Krebs-Zyklus und der FiFo-ATP-Synthetase, was zu einem Mismatch von
Energiebedarf und Energieangebot flihrt [35, 41]. Kompensatorisch wird vor allem tber
die SGLT-1, welche Glukose im Symport mit Na* tGber die Zellmembran transportieren,
die Aufnahme von Glukose in die Zelle gesteigert [37, 71]. Das erh6hte Glukoseangebot
wird vermehrt Uber anaerobe Glykolyse verstoffwechselt, was eine Akkumulation von
Pyruvat und Laktat im Zytosol und damit eine intrazellulare Azidose verursacht [43]. Die
Protonen werden hauptsachlich durch eine gesteigerte NHE-Aktivitdt aus der Zelle
befordert [36, 37, 41], wodurch der Circulus vitiosus verstarkt wird. Aufgrund der
Unterfunktion der Dehydrogenasen der Atmungskette ist der Pool an
Reduktionsaquivalenten (v.a. NADH und FADH2) reduziert [41]. Gleichzeitig sind die
Enzyme des mitochondrialen oxidativen Schutzsystems alle von den Metaboliten des
Citratzyklus (v.a. Malat und Isocitrat) abhangig. Zusammen fuhrt dies zu einer

verminderten Elimination von ROS [35].

ROS wiederum haben weitreichende Effekte auf die elektromotorische Kraft der
lonenkanédle und -Transporter, da die meisten von ihnen redox-sensibel sind [35].
Beispielsweise oxidieren ROS die SERCA und den RyR, was zu den oben beschriebenen
pathologischen Phdnomenen flihren kann [35]. Letztlich kbnnen ROS auch das kardiale
Remodeling férdern, da sie eine Reihe von Signalwegen aktivieren, die Hypertrophie,
Fibrose und Apoptose induzieren [35, 42, 47].

9.3.1 Effekte von Sotagliflozin auf die Myofilamentsensitivitat
Mit einer Dosis von 1 mg /kg KG wird vorwiegend der SGLT-2 gehemmt, da der SGLT-1
in der Ratte im Vergleich zum Menschen weniger affin fir Sotagliflozin ist. Zusatzlich ist

die Affinitdt von Sotagliflozin fir den SGLT-1 20-fach niedriger, als fir den SGLT-2 [74].
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Daher ist erst bei einer Dosis von 30 mg/kg KG die signifikante Inhibition des SGLT-1

gesichert.

Sotagliflozin hatte in einer Dosis von 1 mg/kg KG keinen messbaren Effekt auf die Ca?*-
Homoostase von isolierten ZSF-1 Kardiomyozyten in vitro. Es lie3en sich keine Zeichen
einer verminderten [Na']i, wie eine geringere diast. [Ca?*]i durch reduzierte NCX-Aktivitat
im Ruckwartsmodus nachweisen. Daher ist bei dieser Dosierung ein relevanter Effekt von
Sotagliflozin auf den SGLT-1 und NHE der Kardiomyozyten (vgl. Empagliflozin)

unwahrscheinlich.

Jedoch konnte mit der Dosierung von 1 mg/kg KG die Myofilamentsensitivitat in ZSF-1
Kardiomyozyten deutlich gesenkt werden. So scheinen die systemischen Effekte von
Sotagliflozin in die subzellularen Regulationsmechanismen der Myofilamentsensitivitat
einzugreifen. Vermutlich ist dies auf eine Verbesserung des NO-cGMP-PKG-Signaling
im Koronarendothel zurtickzufihren, das zu einer vermehrten Phosphorylierung der
Myofilamente fuhrt. Die PKG-Aktivitat ist bei HFpEF (Inflammations-Hypothese,
endotheliale Dysfunktion [47]) pathologisch erniedrigt [49, 50].

Die beschriebenen Effekte von Sotagliflozin 1 mg/kg KG auf die Myofilamentsensitivitat
konnte in den ZSF-1 Kardiomyozyten durch die Steigerung der Dosis auf 30 mg/kg KG

ebenfalls erreicht, aber nicht weiter gesteigert werden.

Interessanterweise ist in Kardiomyozyten vom Wildtyp nach der Therapie mit Sotagliflozin
eine signifikante Erhdhung der Myofilamentsensitivitat bei 1 Hz Stimulationsfrequenz zu
sehen. Es ist zu bertcksichtigen, dass nur eine Dosierung von 30 mg/kg KG im Wildtyp
getestet wurde. Mdglicherweise fiuhrte die SGLT-1 Hemmung auch im Wildtyp zu einer
Reduktion der globalen Glukoseaufnahme in die Kardiomyozyten und damit zu einem
Mangel. Es wurde bereits von anderen Arbeitsgruppen gezeigt, dass durch die
Substratrestriktion die AMP-aktivierte Proteinkinase induziert wird [109-111]. Diese ist in
der Lage, Tnl an Serin 150 zu phosphorylieren und ahnlich wie die PKC die
Myofilamentsensitivitat zu steigern [109, 111]. Unter physiologischen Bedingungen wird
auf diese Weise die Effizienz der Kontraktion in Hungerzustanden gesteigert [109].
Folglich kénnte in der Kontrollgruppe durch die kombinierte SGLT-1- und SGLT-2-

Hemmung ein Energiesubstratmangel in den Kardiomyozyten induziert worden sein, der
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zu dieser Beobachtung gefiihrt haben kénnte. Dieser Effekt wird vom Bowditch-Effekt bei
hoheren Frequenzen antagonisiert. Der Bowditch-Effekt geht auch mit einer
Beschleunigung der Relaxation einher. Dies wird als frequency-dependent acceleration
of relaxation (FDAR) bezeichnet und beschreibt eine PKA-Aktivierung bei hdherer
Stimulationsfrequenz [57]. Diese fuihrt zur Phosphorylierung der Proteine des Ca?*-
Handlings (vgl. B-adrenerge Stimulation), aber auch zu einer Phosphorylierung von Tnl
und damit zur Desensitivierung der Myofilamente [57]. Bei 2 Hz hat sich die Sotagliflozin-
bedingte Erh6hung der Myofilamentsensitivitat halbiert. Bei 4 Hz ist dieser Effekt
aufgehoben. Dieses Phanomen ist in Kardiomyozyten von Sotagliflozin-behandelten
ZSF-1 Ratten nicht zu beobachten, was die Vermutung eines reduzierten [-

Adrenorezeptor-Signaling stitzt.

9.3.2 Effekte von Sotagliflozin auf die Ca?*-Homoostase

Bei einer Dosis von 30 mg/kg KG und signifikanter SGLT-1 Hemmung traten
Veranderungen der kardiomyozytdren lonenhomoéostase auf. Durch die
Langzeitbehandlung der ZSF-1 Ratten mit Sotagliflozin 30 mg/kg KG stieg die diast.
[Ca?*]i der Kardiomyozyten um durchschnittlich 18%. Ebenfalls stieg die peak [Ca?*]i in
vergleichbarem AusmaR, sodass die [Ca?*]i Amplitude unverandert blieb. Die erhohte
[Ca?*]i hatte keinen nachteiligen Einfluss auf die zellulare Kontraktion und Relaxation,
was sich durch die gleichzeitig verminderte Myofilamentsensitivitat und dem damit neu
etablierten steady state begriinden lasst. Die Erhohung der [Ca?']i durch Sotagliflozin

hatte in diesem Versuch keine funktionelle Relevanz.

Es ist moglich, dass die Veranderungen in der Ca?*-Homéostase der ZSF-1
Kardiomyozyten durch die pharmakologische Beeinflussung ihrer vermutlich ungiinstigen
Stoffwechsellage verursacht wurde. Denn in Kardiomyozyten der Kontrollgruppe konnten
diese Beobachtungen nicht gemacht werden. Es ist wahrscheinlich, dass durch die
kardiale Hypertrophie und den Diabetes mellitus in diesem Modell der kardiale
Metabolismus gestort ist [73, 101]. Durch die Insulinresistenz kommt es zu einer
reduzierten Aufnahme von Glukose in die Zelle [73]. Der kardiale Glukosemetabolismus
wird auch insulinunabhéngig durch die Kontraktion, das heifl3t nach dem Energiebedarf,
reguliert [61, 73]. Da die ZSF-1 Ratte in einem Alter von 23 Wochen eine
Hyperkontraktilitat der Kardiomyozyten zeigt, die zusammen mit der kardialen
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Hypertrophie normalerweise zu einer gesteigerten Metabolisierung von Glukose flihren
wirde [73], besteht hier méglicherweise eine gestdrte Substrat-Balance. Die starkere
Hemmung des SGLT-1 durch die hdhere Dosis von Sotagliflozin kdnnte in diesem
Versuch zu einer Anpassung des kardialen Metabolismus und konsekutiven Anderung
der Aktivitat der lonenpumpen (z.B. SERCA2a) gefiihrt haben.

Der SGLT-1 ist unter pathologischen Bedingungen eine sensible Struktur, da der kardiale
Metabolismus bei Hypertrophie, aber beispielsweise auch bei Ischamie, von Glukose
abhangt [42, 112-114]. Unter diesen pathologischen Konstellationen ist SGLT-1
hochreguliert, sodass dieser an Bedeutung fiir den Metabolismus gewinnt [74, 112, 114].
Unter ischamischen Bedingungen konnte gezeigt werden, dass der SGLT-1 bei
Insulinresistenz, Diabetes und Ubergewicht eine kompensatorisch-protektive Rolle fiir
den kardiomyozytaren Metabolismus spielt und dessen Hemmung einen negativen Effekt
auf die diastolische Funktion hat [112]. In pathologischen Konstellationen mit hohem
Substratbedarf/Energiemangel, wie bei Ischamie oder Hypertrophie, ist der kardiale
Metabolismus vom SGLT-1 abhéngig [62, 113, 114]. Daher muss eine Veranderung der
Anteile von FFAs, Ketonkdrpern und Glukose am Substratangebot der Kardiomyozyten
durch SGLT-Inhibition nicht zwangslaufig zu der vermuteten Verbesserung des

kardiomyozytaren Metabolismus (siehe 6.5.1 und 6.5.2) fuhren.

Da durch die Therapie mit Sotaglifiozin 30 mg/kg KG im Vergleich zur niedrigeren
Dosierung kein vorteilhafter Effekt auf die intrinsische Kardiomyozytenfunktion erreicht
werden konnte, sollte aus Sicht dieses Versuchs der Hemmung des SGLT-1 eher mit
Zuruckhaltung begegnet werden.

Zusammenfassend ist Sotagliflozin in der Lage eine erhdhte Myofilamentsensitivitat zu
senken. Dafir ist eine SGLT-2 Hemmung mit einer Dosis von 1 mg/kg KG ausreichend.
Es konnte keine Effektsteigerung mit einer Dosis von 30mg/kg KG erreicht werden,
sodass die Effekte auf die Myofilamentsensitivitdt wahrscheinlich durch die systemischen
Effekte von Sotagliflozin bedingt und sekundéar durch die Aktivierung des NO-cGMP-
PKG-Wegs vermittelt werden. Ob die zellulare Relaxation bei pathologisch erhdhter
Myofilamentsensitivitdt reell verbessert werden kann, ist durch diese Studie nicht

beurteilbar, da in vitro keine Relaxationsstérung der ZSF-1 Kardiomyozyten vorbestand.
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9.3.3 Verbesserung der diastolischen Funktion in vivo

Die Untersuchung der einzelnen Kardiomyozyten konnte die Milderung der diastolischen
Dysfunktion durch Sotagliflozin in diesem HFpEF-Modell nicht erkléaren. Die Senkung des
LVEDP und die Reduktion der Dilatation des linken Atriums der ZSF-1 Ratte sind
relevante Effekte fur die Therapie von HFpEF. Diese Studie bestarkt, dass SGLT-
Inhibitoren eine wichtige Saule in der zukinftigen Therapie von Herzinsuffizienz mit

erhaltener Pumpfunktion sein kdnnten.

Wir nahmen in diesem Versuch an, die kontraktile Funktion durch die pharmakologische
Intervention am SGLT-1 durch die Verbesserung der zellularen lonenhomdoostase
(Senkung der [Na'l) und Regulation des Zellstoffwechsels der Kardiomyozyten,
verbessern zu konnen. Jedoch fanden wir heraus, dass sich trotz Senkung der
Myofilamentsensitivitdt die kontraktile Funktion der Kardiomyozyten durch die SGLT
Inhibition nicht beeinflussen lieR. Trotzdem kam es unter der Therapie zu einer
Verbesserung der diastolischen Funktion in vivo. Basierend auf dieser Studie, kdnnen wir
nicht beantworten, ob eine Verbesserung der lonenhomdostase und der
elektromechanischen Kopplung per se nicht moglich ist, da keine Stérung der
Kardiomyozyten in unserem Versuch vorlag. Jedoch gibt die Diskrepanz zwischen
positivem Effekt von Sotagliflozin in vivo und Nulleffekt auf die Kardiomyozyten in vitro,
Anlass die Pathologie des Herzens in diesem Stadium von HFpEF hauptsachlich in
dessen Zellgerist und Struktur (Remodeling, Hypertrophie), sowie extrakardial
(Gefal3system, Niere, etc.) zu verorten, wo diese auch erfolgreich mit Sotagliflozin
behandelt werden kann. Durch die Reduktion der Blutglukosekonzentration kénnte es zu
weniger Apoptose von Kardiomyozyten und kardialer Fibrose und Lipomatose
gekommen sein. Gleichzeitig werden durch die BZ-Kontrolle Schaden am Gefal3system
des Herzens (Inflammationshypothese), aber auch an der Niere, minimiert. Dariber
hinaus ist es naheliegend, dass durch die Volumenkontraktion (Glukosurie und
Natriurese) und Senkung der Vorlast das Herz hamodynamisch entlastet wird.

Daher sollte mit der Erkenntnis aus dieser Studie, dass in friihen Krankheitsstadien eine
funktionell relevante Schadigung der Kardiomyozyten vermutlich vorerst ausbleibt, im
Sinne der weiteren Translation evaluiert werden, ob die zusétzliche SGLT-1 Inhibition von
dualen SGLT Inhibitoren durch die Effekte in anderen Geweben (siehe 6.5.1 und 6.5.2)
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klinisch vorteilhaft ist. Aul3erdem sollte geprift werden, ob in einem spateren Stadium der
Erkrankung mit funktionell relevanter Schadigung der Kardiomyozyten die SGLT-1

Hemmung positive Effekte auf die Kardiomyozytenfunktion hat.

9.4 Limitationen

Nach 23 Wochen ist es wahrscheinlich noch nicht zur vollstdndigen Auspragung eines
pathologischen Phanotyps der Kardiomyozyten gekommen. Das lasst unsere Vorstudie
mit ZSF-1 Ratten im Alter von 28 Wochen [93], sowie die Studie von Miranda-Silva et al.
[105] vermuten, da hier eine Stérung von Ca?*-Homoostase und Kontraktion der
Kardiomyozyten nachgewiesen wurde. Das fortgeschrittene Alter ist ein wesentlicher
Risikofaktor bei HFpEF. Durch die verschiedenen Komorbiditaten ist der zeitliche Aspekt
in diesem Modell besonders interessant. Es ist nachvollziehbar, dass die verschiedenen
Komorbiditaten unterschiedlich lange auf das Herz einwirken missen, um ihre typischen
Veranderungen hervorzurufen. Daher ist es in diesem Modell wahrscheinlich, dass sich
die Erscheinung der Erkrankung in einem laufenden Wandel wahrend der Progression
von HFpEF befindet. Beispielsweise kdnnte es zu einem spateren Zeitpunkt zur
Veranderung der Gewichtung von hypertropher und diabetischer Komponente,
beziehungsweise kardiomyozytarer und fibrotischer Komponente kommen (siehe auch
Vorstudie unserer Arbeitsgruppe und Studie Miranda-Silva et al. [93, 105]). Viele der
bislang durchgeflihrten Phéanotypisierungs- und Medikamentenstudien fur HFpEF
beschranken sich ausschliel3lich auf fortgeschrittene Stadien von HFpEF (,worsening
heart failure). Hingegen ist Uber den pathophysiologischen Verlauf und die
Krankheitsprogression noch wenig bekannt, obwohl die friilhen teilkompensierten Stadien
der Erkrankung wohl von dem Grof3teil der Patienten in der Klinik prasentiert werden.
Diese Diskrepanz konnte ein wesentlicher Grund dafur sein, dass die bisherigen
Therapieversuche moglicherweise nicht stadiengerecht sind und daher oft frustran
verlaufen. Die eingeschrankte Probenverfligbarkeit von Patienten mit geringgradig
ausgepragter HFpEF stellt eine bedeutende Hurde fur die Entwicklung neuer Therapien
dar [45].

Wahrend die intrinsische Funktion der Kardiomyozyten in diesem Versuch die
diastolische Dysfunktion in vivo nicht erklaren kann, kdnnen wir nicht ausschlie3en, dass
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das extrazellulare Milieu (beispielsweise durch parakrine, neurohumorale, metabolische,
und/oder  Zell-Zell-Interaktionen) in  vivo nachteilige Einflisse auf die
Kardiomyozytenfunktion hat. Es ist moglich, dass Veréanderungen der Extrazellularmatrix
und der passiven Elemente des kontraktilen Apparates in diesem frihen Stadium der
Erkrankung die Pathologie der diast. Dysfunktion in vivo bestimmen. Ein Indiz dafir ist
die starkere Verkirzung der Zeit bis 50% Relaxation im Vergleich zur Zeit bis 90%
Relaxation der Kardiomyozyten in vitro (-65% vs. -45% im Vergleich zur Kontrolle bei 1
Hz). Der Unterschied in den Relaxationszeiten kénnte ein Hinweis auf eine erhthte
passive Steifheit sein. Da der Grad der Stauchung der Kardiomyozyten mit der Relaxation
abnimmt, verringert sich auch der Anteil der passiven Elemente an der
Relaxationsgeschwindigkeit [50]. So kénnte ein Isoform Shift im Titin, oder eine Anderung
dessen Phosphorylierungsmusters in diesem Versuch zu einer gesteigerten

Ruckstellgeschwindigkeit in der frihen Relaxation gefuihrt haben [50].

Ein bedeutendes Hindernis dieser Studie waren die hohen Ausfallraten (keine Zellen) bei
der Isolation der funktionsfahigen Kardiomyozyten, wahrend die erfolgreichen Isolationen
eine hohe Qualitat hatten. Aufgrund der kleinen Gruppengréf3en konnten die erhobenen
Daten nicht sicher auf eine Normalverteilung getestet werden, da die Power dieser Tests
bei kleinen Stichproben zu gering ist. Dennoch ist bei einem Stichprobenumfang in dieser
GroRRenordnung auch ein Rangverfahren nicht zweifelsfrei anwendbar. Wir denken, dass
auf Grund der Abwesenheit von extremen Ausreil3ern ein non-parametrisches Testmodell
zu einer Unterschatzung der teilweise grof3en numerischen Unterschiede zwischen den
Gruppen fihren wirde. Zusatzlich wurde es durch die geringere Power von non-
parametrischen Test mit einer héheren Wahrscheinlichkeit zu einem Fehler 2. Art
kommen. Daher glauben wir, dass ein parametrisches Testverfahren in unserem Versuch
zu der Dbestmdglichen Anndherung, mit hinreichender  Sensitivitat  fOr
Gruppenunterschiede, fuhrt. Gleichwohl ist auch das von uns gewahlte lineare gemischte
Modell nicht ideal fir kleine Gruppengrol3en, sodass die Gultigkeit der Ergebnisse der
statistischen Auswertung nicht uneingeschrankt gewahrleistet werden kann. Daher liegt
der Fokus dieser Arbeit vor allem auf der Deskription der Daten und der kritischen
Diskussion der Ergebnisse der statistischen Auswertung. Dieses Vorgehen unterstreicht
den explorativen Charakter dieser Studie, dessen vordergrindiges Ziel es war,

charakteristische Veranderungen im Ca?*- und Kontraktionszyklus von aus an HFpEF
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erkrankten Ratten isolierten Kardiomyozyten und dessen pharmakologische

Beeinflussbarkeit zu identifizieren.

Es sollte kritisch diskutiert werden, ob eine hohere Anzahl an Versuchstieren fir die in
vitro Untersuchungen zu einem relevanten zusétzlichen Erkenntnisgewinn gefihrt hatte
und im Sinne von 3R (,replace, reduce, refine“ von Tierversuchen) ethisch vertretbar

gewesen ware.

Letztlich sind die Ergebnisse aus diesem Tiermodell nur unter Vorbehalt auf den
Menschen Ubertragbar. Wie bereits beschrieben gibt es zwischen Ratte und Mensch
Unterschiede im Ca?*-Handling der Kardiomyozyte, wie z.B. in der NCX-Aktivitat, aber
auch die [Na']i ist variabel zwischen verschiedenen Spezies [26, 32]. Nichtsdestotrotz
sind Ratten ein etabliertes Modell zur Erforschung von Herz-Kreislauferkrankungen,
sodass eine Translation durchaus mdglich ist. Zudem entwickelt die ZSF-1 Ratte einem
dem Menschen sehr nahekommenden Phénotyp des HFpEF Syndroms, der die
menschliche Pathologie gut nachstellen kann.

9.5 Conclusio und Ausblick

Die medizinische Versorgung von Patienten mit Herzinsuffizienz mit erhaltener
Ejektionsfraktion ist eine grol3e Herausforderung im klinischen Alltag. Die heterogene
Patientengruppe macht eine akribische Diagnostik und ldentifizierung der klinischen
Subtypen notwendig. Im Gegensatz zu HFrEF, einer endogenen Erkrankung des
Herzens, scheint es keine universelle Therapie fir HFpEF zu geben. Dadurch ist die
Validierung mortalitatsverbessernder Medikamente in klinischen Studien erschwert (vgl.
Ergebnisse der ALDO-DHF- [80] und TOPCAT-Studie [81]), was die Therapieoptionen
fur Patienten mit HFpEF bislang begrenzt. Es ist von einem Krankheitsbild auszugehen,
welches in dessen Progress einem starken Wandel unterzogen ist und deshalb
maoglicherweise zu verschiedenen Zeitpunkten unterschiedlicher Therapie bedarf. Daher
stellt auch die Fruherkennung bei Risikopatienten hohe Anforderungen an das
medizinische Personal und setzt detailliertes Wissen tber den Verlauf der Erkrankung

voraus.
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In diesem Modell von durch das metabolische Syndrom induzierter HFpEF, fanden wir
eine diastolische Dysfunktion in vivo, die auf zellularer Ebene in vitro kompensiert war.
Die kardiomyozytare Hyperkontraktilitdt charakterisiert die Progression zu HFpEF [45]
und liefert einen Erklarungsansatz, warum die Herzmedikation fur HFrEF bei HFpEF
wirkungslos bleibt. In diesem friilhen Stadium der Erkrankung ist die Pathologie vermutlich
durch die kardiale Fibrose und Hypertrophie, sowie erhdhte passive Steifigkeit der
Kardiomyozyten getrieben. In unserem Versuch fand sich ein in vitro Phanotyp, der
gemischte Anteile von hypertropher und diabetischer Kardiomyopathie hat. Die stark
erhohte Myofilamentsensitivitat konnte zu den Diskrepanzen in den in vivo und in vitro
Untersuchungen beitragen haben. Zusammen mit der verminderten kardiomyozytaren
Leistungsreserve deutet dies auf eine komplexe subzellulare Adaptation hin, die weitere
Erforschung verdient. Die gesteigerte Myofilamentsensitivitat konnte zudem einen
Ausblick auf die Progression der Erkrankung geben und im Verlauf zu einer zellularen
Relaxationsstorung fuhren. Diese Studie bestatigt, dass die gestorte aktive Relaxation

ein relevanter Faktor in der Genese von HFpEF sein kbnnte.

Die Langzeittherapie mit Sotagliflozin konnte in diesem Modell insgesamt keine
Verbesserung der in vitro Kardiomyozytenfunktion herbeifihren. Zwar konnte
Sotagliflozin bereits in geringer Dosierung die Myofilamentsensitivitat reduzieren, jedoch
blieb eine Verbesserung der Relaxation oder intrazellularen Ca?*-Homoostase der
Kardiomyozyten aus. Die positiven Effekte der Therapie auf die diastolische Funktion von
ZSF-1 Ratten (Primessnig DGK 2019 [101]) ist vermutlich auf die extrakardialen Effekte
von Sotagliflozin (siehe 9.3.3) zurtickzufihren. Da im untersuchten Krankheitsstadium
keine zellulare Relaxationsstérung in vitro vorbestand, kann die Wirkung von Sotagliflozin
hinsichtlich dieses Aspektes nicht abschliel3end beurteilt werden. Dennoch gibt diese
Beobachtung Anlass, die Erfordernis einer direkten pharmakologischen Intervention am
Herzmuskel zu diesem Zeitpunkt zu hinterfragen. Diese Ergebnisse unterstreichen die
Notwendigkeit der Identifizierung des jeweiligen klinischen Subtyps und
Krankheitsstadiums fir die Auswahl einer geeigneten Therapie.

Die Effekte auf die Myofilamentsensitivitat lassen eine signifikante Verbesserung der
endothelialen Dysfunktion und des NO-cGMP-PKG-Signalwegs durch Sotagliflozin
vermuten, was die Inflammationshypothese von Tschope et al. bestatigen wirde [47]. Da

die Beeintrachtigung von second-messenger-Systemen, wie dem NO-cGMP-PKG-
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Signalweg, modellubergreifend von zentraler Bedeutung fiir die Pathophysiologie von
HFpEF zu sein scheint, bedarf es hier weiterer Erforschung. Im Hinblick auf den gestorten
Stoffwechsel und die im Verlauf gestorte lonenhomoéostase der Kardiomyozyten wirde
auch die Untersuchung Mitochondrienfunktion zu einem weiteren Verstandnis der
Pathophysiologie von HFpEF beitragen und moglicherweise Antwort darauf geben, ob
die SGLT-1-Hemmung an den Kardiomyozyten langerfristig Schaden vom Herzmuskel

abwenden kann.
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