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|I. EINLEITUNG

Vorhofflimmern (VHF) ist die Herzrhythmusstérung mit der hchsten Pravalenz in
der klinischen Praxis und ist gekennzeichnet durch hohe Morbiditat und Mortalitét
(Andrade et al., 2014). Uber 6 Millionen Menschen in Europa leiden an den
Auswirkungen der Erkrankung, welche ein hohes Risiko flir Schlaganfélle, der
Ausbildung von Demenz, sowie der Entwicklung von Herzinsuffizienz birgt und
somit ein Ubergeordnetes Problem fiir das Gesundheitssystem darstellt (Camm et
al., 2012).

Epidemiologische Studien konnten aufzeigen, dass eine Erkrankung an Diabetes
mellitus einer der Hauptrisikofaktoren fiir die Manifestation von VHF darstellt
(Kannel et al., 1998). Patienten mit Diabetes mellitus weisen ein 28-40% erhohtes
Risiko auf, VHF auszubilden (Huxley et al., 2011). Bis zum heutigen Tag sind die
proarrhythmischen Mechanismen, welche zur Ausbildung von VHF bei
Diabetespatienten fuhren unzureichend verstanden (Bohne et al., 2019). Zudem
mangelt es an adaquaten therapeutischen Behandlungsmadglichkeiten (Polina et al.,
2020). Verschiedene, teils noch unbekannte Trigger fuhren zur Aktivierung von
Fibroblasten, zur Forderung profibrotischer Signalwege sowie inflammatorischer
Prozesse (Nattel et al., 2020). Folge ist die Ausbildung von Fibrose, welches als
Substrat fir VHF wirkt (Schotten et al., 2016). Auch das Yes-assoziierte Protein
(YAP) gilt als wichtiger Mediator profibrotischer Prozesse, welches durch eine
Diabetes mellitus Erkrankung verstarkt exprimiert werden kann (Francisco et al.,
2021, Hu et al., 2021).

Diese Arbeit untersucht die Rolle des Yes-assoziierten Proteins in
proarrhythmischen strukturellen Remodelingprozessen im Diabetes mellitus. Da
sich in Patienten mit VHF ein kardioprotektiver Effekt durch SGLT2-Hemmer
zeigte, dessen Mechanismus unbekannt ist (Zheng et al., 2022), wurde in dieser
Arbeit ebenfalls der Effekt von Dapagliflozin auf proarrhythmisches Remodeling
untersucht. In diesem Zusammenhang wurden genetisch veranderte Schweine mit
Diabetes mellitus in vivo untersucht und profibrotische Mechanismen auf

histologischer und molekularbiologischer Ebene analysiert.

Nagermodelle konnten bereits wichtige Einblicke in die Pathophysiologie von

Diabetes-induzierten  profibrotischen  Prozessen liefern, weisen jedoch
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elektrophysiologische, anatomische und metabolische Limitationen in der
Ubertragbarkeit auf den Menschen, als auch in der Durchfihrung der
Untersuchungsmethoden auf (Clauss et al., 2019). Aus diesem Grund wurde ein
Schweinemodell verwendet, welches einen permanenten neonatalen Diabetes
mellitus (PNDM) entwickelt. Hierbei handelt es sich um genetisch verénderte
Tiere, bei welchen eine monogene Mutation die Fehlfaltung von Insulin verursacht.
Die Akkumulation des fehlgefalteten (Pro-)Insulins in den pankreatischen p-Zellen
fihrt zu Stress im endoplasmatischen Retikulum (ER) und anschlieBend zur
Apoptose der insulinproduzierenden B-Zellen des Pankreas (Renner et al., 2013).
Insgesamt wurden 45 Schweine verwendet und in folgende Gruppen unterteilt:
Schweine mit Diabetes mellitus (INS©*Y/DM, n=18), sowie ihre Wurfgeschwister
ohne Diabetes mellitus (Wildtyp/WT, n=17). Eine dritte Gruppe Schweine mit
Diabetes mellitus wurde mit Dapagliflozin ab einem Absatzalter von ca. 4 Wochen
behandelt (INSC*#Y*P®3/DM+Dapa, n=10). Zur Untersuchung der Prozesse des
proarrhythmogenen Remodelings wurden die Tiere mittels 12-Kanal-EKG, Rechts-
und Linksherzkatheteruntersuchung und invasiver Elektrophysiologischer
Untersuchung (EPU) mit Induktionsmandvern durch Burststimulation in vivo
charakterisiert. Anschliefend wurden die Herzen entnommen und fiir histologische
und molekularbiologische Methoden konserviert und verarbeitet. Die interstitielle
Fibrose wurde mittels Masson-Goldner-Trichrom Farbung quantifiziert. Die
guantitative Darstellung des Yes-assoziierten Proteins in Fibroblasten und
Kardiomyozyten erfolgte durch Anfertigung einer Immunfluoreszenzfarbung. Eine
Genexpressionsanalyse wurde mittels real-time RT-PCR durchgefiihrt. Hierbei
erfolgte die Analyse der Expression von YAP selbst, sowie von profibrotischen und
proinflammatorischen Mediatoren, als auch von Mediatoren der extrazellularen
Matrix (ECM).
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I1.LITERATURUBERSICHT

1. Vorhofflimmern

1.1. Definition, Epidemiologie und Risikofaktoren

VHF ist gekennzeichnet durch unregelméaRige R-R Intervalle und dem Ausbleiben
von sich wiederholenden, deutlichen P-Wellen im EKG mit unregelmaBiger
Aktivierung der Atrien (Hindricks et al., 2021). Eine Dauer von >30 Sekunden,
dokumentiert in einem 12-Kanal EKG, wird als VHF festgelegt (Steinberg et al.,
2018).

Die Pravalenz von VHF variiert von 2-4 % in der adulten Gesamtbevdlkerung bis
zu 10-12% der Uber 80-jahrigen (Staerk et al., 2017, Benjamin et al., 2019), wobei
ein 2,3-facher Anstieg innerhalb des nachsten Jahrzehnts zu erwarten ist (Krijthe et
al., 2013, Chugh et al., 2014). Weltweit stellt VHF die am h&ufigsten auftretende
Herzrhythmusstérung im Menschen dar, welche eine fortschreitende Inzidenz im
Alter aufweist (Staerk et al., 2017). Jungsten Schatzungen zufolge beléuft sich die
Zahl der Betroffenen auf ca. 33,5 Millionen weltweit (Morin et al., 2016). Erst
klrzlich wurde in einer Studie die Pravalenz von VHF von einer in vier Individuen
auf eine in drei Individuen europdischer Herkunft mit einem Altersindex von 55
Jahren Korrigiert (Magnussen et al., 2017). Da VHF mit einer erheblichen
Morbiditdt und Mortalitit einhergeht, bedeutet dies sowohl eine wesentliche
Belastung fir die Betroffenen selbst, als auch fiir die Gesellschaft und das
Gesundheitswesen (Andrade et al., 2014).

Eine Vielzahl von priméren (d.h. nicht verdnderbaren) und sekundéren
Risikofaktoren begunstigt die Entstehung von VHF (Sagris et al., 2021). Der
prominenteste primére Risikofaktor stellt das Alter dar (Schnabel et al., 2015). Ein
kontinuierlicher schrittweiser Anstieg im Auftreten von VHF kann mit
fortschreitendem Alter beobachtet werden (Murphy et al., 2007, Guo et al., 2015,
Rodriguez et al., 2015). Auch die Genetik bildet einen priméren Risikofaktor. So
erwiesen Populationsstudien ein 40% erhohtes Risiko fir VHF bei Nachkommen
ersten Grades (Fox et al., 2004, Arnar et al., 2006). Auch das Geschlecht bildet
einen primaren Risikofaktor fiir VHF. Flr Europa und Nordamerika wurde gezeigt,

dass die Inzidenz in Mannern hoher war als in Frauen (Schnabel et al., 2015), was
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sich global unabhédngig in L&ndern mit hohem oder niedrigem Einkommen
bestatigte (Chugh et al., 2014). Zum anderen haben auch sekundére und somit
veranderbare Aspekte eine starke Auswirkung auf das Entstehen und Fortschreiten
von VHF (Staerk et al., 2017). Begleiterkrankungen wie Herzinsuffizienz,
Koronare Herzkrankheit, chronische Nephropathie, Ubergewicht und obstruktive
Schlafapnoe stehen im engen Zusammenhang mit dem Auftreten von VHF (Boriani
et al., 2015, Cadby et al., 2015, Hobbelt et al., 2016, Lip et al., 2017, Aune et al.,
2018, Nalliah et al., 2018). Hierzu z&hlt auch die Erkrankung an Diabetes mellitus,
welche in bis zu 20% der Patienten mit VHF gegeben ist (Morin et al., 2016) und
Studien zufolge ein Auftreten von VHF um das 1,4-1,6-fache erhoht (Dublin et al.,
2010). Die moglichen Ursachen hierfur liegen einerseits in der Vulnerabilitat der
Diabetespatienten fiir Erkrankungen wie Bluthochdruck (Cairns, 2016), Koronare
Herzkrankheit, Herzinsuffizienz (Pfister et al., 2013) und linksventrikulare
Hypertrophie (Mohan et al., 2021), welche ebenfalls in engem Zusammenhang mit
der Genese des VHF stehen (Pallisgaard et al., 2016).

1.2. Klinische Manifestation von VHF

1.2.1. Klassifizierung von VHF

In vielen Patienten entwickelt sich VHF von kurzen, wenigen zu langer
andauernden und hadufigeren Episoden. Mit der Zeit manifestieren sich bei vielen
Patienten anhaltende Formen von VHF. Basierend auf der Présentation, Dauer und
Beendigung der Episoden wird VHF entsprechend der Empfehlungen der European
Society of Cardiology (ESC) in flnf Gruppen klassifiziert (Kirchhof et al., 2016):

1) Erstmalig diagnostiziertes VHF, unabhdngig von der Dauer und
Anwesenheit bzw. Schweregrad der Symptome

2) Paroxysmales VHF, welches innerhalb von bis zu maximal sieben Tagen
spontan in den Sinusrhythmus konvertiert

3) Persistierendes VHF, welches langer als sieben Tage andauert und durch
elektrische Kardioversion in den Sinusrhythmus konvertiert werden muss

4) Langanhaltend persistierendes VHF, welches langer als ein Jahr andauert

5) Permanentes VHF, welches sowohl vom Patienten als auch dem
behandelnden Arzt akzeptiert wird. In diesem Fall wird von einer
Rhythmuskontrolle abgesehen. Falls diese erfolgt, sollte diese

Arrhythmieform als langanhaltendes persistierendes VHF reklassifiziert
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werden.

1.2.2.  Symptomatik

Menschen mit VHF koénnen diese symptomatisch oder asymptomatisch erleben
(,,stilles VHF*), wobei viele Patienten beide Manifestationsarten aufweisen
(Kirchhof et al., 2009, Xiong et al., 2015). So beliefen sich die Zahlen in Studien
bei 25-40% mit minimalen Symptomen, wahrend 15-30% Uber eine schwere und
beeintrachtigende Symptomatik klagten (Freeman et al., 2015). Das Auftreten von
VHF kann fur die Betroffenen eine signifikant verminderte Lebensqualitat zur
Folge haben. Sie erleben eine Vielzahl von Symptomen, welche Lethargie,
Palpitationen, Dyspnoe, Brustschmerzen Schlafstdrungen und psychologischem
Stress umfassen (Dorian et al., 2000, Steg et al., 2012, Aliot et al., 2014).

1.3. Diagnostik

Als addquates diagnostisches Mittel gelten eine 1-Kanal- oder 12-Kanal-EKG-
Aufzeichnung. Als klinisch relevant gelten hierbei: Arrhythmieepisoden von >30
Sekunden mit unregelméaBigen R-R-Intervallen, sowie das Ausbleiben von P-
Wellen. Eine ausfiihrliche Anamnese der Patienten, sowie die Uberpriifung der
Nieren- und Schilddriisenfunktion, eine Blutuntersuchung mit Uberpriifung des
Elektrolythaushalts, sowie einer transthorakalen Echokardiographie kdnnen bei
Bedarf ebenfalls Teil des Diagnostikregimes darstellen, um Komorbiditaten
abzukléren (Hindricks et al., 2021).

1.4, Therapiemoglichkeiten

Das Management von Vorhofflimmern ist vielseitig und richtet sich individuell
nach dem Zustand des Patienten, der jeweiligen Klassifizierung der Episoden,
seiner VVorerkrankungen, sowie seiner Symptomatik und dem damit verbundenen
Leidensdruck. Im Grundprinzip wird nach dem sogenannten ,,ABC-Schema“
therapiert (Atrial Fibrillation Better Care). Dieses setzt sich zusammen aus den drei
folgenden Punkten A) Antikoagulation/Schlaganfallpravention, B) Besseres
Management der Symptome und C) Kardiovaskulare und komorbide Optimierung.
Da VHF das Schlaganfallrisiko um das Funffache erh6hen kann, wird bei diesem
Therapieansatz das Schlaganfallrisiko eines Patienten evaluiert und entsprechend
therapiert. Ein wichtiges Hilfsmittel zur Evaluierung des Schlaganfallrisikos bilden
verschiedene Scoring-Systeme, wie beispielsweise der CHA2DS,-VASC-Score,

welcher Risikofaktoren wie Vorerkrankungen, Alter und Geschlecht in einem
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Punktesystem zusammenfasst (Lip et al., 2010). Ein weltweit haufig verabreichtes
Therapeutikum stellen Vitamin-K-Antagonisten dar. Sie vermindern das
Schlaganfallrisiko um 64% (Hart et al., 2007), erh6hen jedoch das Blutungsrisiko.
Aus klinischer Sicht erfordert der Einsatz einen hohen Aufwand, da durch Bluttests
eine optimale Einstellung gewahrleistest werden muss, um so das Blutungsrisiko
zu reduzieren (De Caterina et al., 2013). Eine weitere Therapiemdglichkeit stellen
daher direkte orale Antikoagulantien, sogenannte DOACs dar, welche ein besseres
pharmakokinetisches  Profil aufweisen. Sie reduzieren ebenfalls das
Schlaganfallrisiko, weisen jedoch ein reduziertes Blutungsrisiko auf (Yao et al.,
2017). Generell gilt es, die prophylaktische antikoagulatorische Wirkung und das
Risiko zur Blutungsneigung abzuwé&gen, was sich oftmals als problematisch
darstellen kann (Rutherford et al., 2018). Fur Patienten mit erhéhtem Schlaganfall-
und Blutungsrisiko, kann eine Vorhofohrokklusion eine Alternative darstellen
(Reddy et al., 2013).

Weitere Therapiestrategien umfassen die sog. Frequenz- und Rhythmuskontrolle
(Camm et al., 2012). Eine Frequenzkontrolle wird durch Reduktion der AV-
Uberleitung erzeugt, was durch medikamentdse Priparate wie p-Blocker,
Calciumkanal-Blocker oder Digitalispréparate erzielt werden kann (Morin et al.,
2016). Eine nicht-medikamentése Behandlungsform stellt bspw. die AV-
Knotenablation dar, welche jedoch eine anschlieBende Implantation eines
Herzschrittmachers erforderlich macht (Chatterjee et al., 2013). Sofern eine
Rhythmuskontrolle Teil des jeweiligen Therapieregimes darstellt, kann auch diese
mittels antiarrhythmischer Medikation erzielt werden (wie bspw. Amiodaron oder
Flecainid). Die elektrische Kardioversion stellt eine nicht-medikamentdse Technik
dar, den Sinusrhythmus wiederherzustellen (Hindricks et al., 2021). Eine wichtige
invasive Form der Rhythmuskontrolle bildet die Katheterablation. Sie gilt der
medikamentdsen Therapie als Ubergeordnet und hat sich innerhalb der letzten
Jahrzehnte kontinuierlich weiterentwickelt (Calkins et al., 2017). Pulmonalvenen
stellen die hdufigste anatomische Ursache flr ektope atriale Reizauslésung dar und
sind folglich ein Trigger fir VHF (Haissaguerre et al., 1998). Bei der Technik der
Pulomonalvenenisolation (PV1) werden im linken Vorhof kleine L&sionen um das
Antrum jeder Pulmonalvene erzeugt. Das hierbei verursachte Narbengewebe
verhindert die Uberleitung elektrischer Reize auf den Vorhof und somit die Bildung

von VHF. Flr diese Technik kann bspw. eine Radiofrequenzablation oder eine
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Kryoablation angewendet werden (Morin et al., 2016). Der Erfolg der Ablation
mittels PVI hat sich in den letzten Jahrzehnten durch die Anwendung von 3D-
Mapping-Systemen, verschiedener Ablationskatheter und Energietrager deutlich
gesteigert, so dass die Ablation derzeit als Goldstandard gilt. Jedoch ist ein
Wiederauftreten von VHF durch Wiederverbindung und Reizweiterleitung von den
PVs auf den Vorhof zu beobachten (Buist et al., 2021, Kistler et al., 2023).

Auch eine bestmdgliche pharmakologische Behandlung durch antiarrhythmische
Medikamente erzielt Studien zufolge nur eine Erfolgsrate von 50-60% im ersten
Behandlungsjahr. Jedes antiarrhythmische Medikament hat eine palliative, jedoch
keine kurative Wirkung. Eine damit verbundene langfristige Einnahme kann somit
zu starken Nebenwirkungen fuhren. Trotz modernster Techniken der PVI-Ablation
liegt die Rate des Wiederauftretens fur VHF auch nach Ablation bei 40-50%
innerhalb von 5 Jahren (Saguner et al.,, 2018). Alle derzeit verfligharen
Behandlungsmaglichkeiten haben somit vergleichsweise geringe langfristige
Erfolgsraten (Park et al., 2019). Somit lasst sich zusammenfassen, dass die
Erforschung weiterer Behandlungsansétze und der obliegenden Pathomechanismen
in der Grundlagenforschung unverzichtbar ist. Um die komplexen Mechanismen
des VHF und seiner derzeit angewandten Therapiemdoglichkeiten darzustellen, kann

somit auf die Anwendung eines Tiermodells nicht verzichtet werden.

1.4.1. SGLT2-Inhibitoren als Therapieansatz fur VHF

SGLTs (Natrium-Glukose Cotransporter, engl.: sodium glucose transporters)
befinden sich in der luminalen Membran des proximalen Tubulus der Niere. An
dieser Stelle reabsorbieren sie bis zu 180 g Glukose aus dem Primarharn pro Tag,
wodurch somit weniger als ein Gramm Uber den Urin ausgeschieden wird (Wright,
2021). 1933 wurde entdeckt, dass eine Gabe des natiirlichen Glykosids Phlorizin
eine vollstandige Blockade der beiden SGLT-Transporter bewirkt (Chasis et al.,
1933). Ein halbes Jahrhundert spéater zeigten Forschungen in diabetischen Ratten
eine  Senkung der Hyperglykdmie und die Wiederherstellung ihrer
Insulinsensitivitat (Rossetti et al., 1987). Die Lokalisation der beiden SGLT-
Transporter befindet sich bei SGLT-1 uberwiegend im Dinndarm und nur zu sehr
geringen Anteilen in der Nierenrinde, wohingegen sich der SGLT2-Transporter
ausschlieBlich im Kortex der Niere befindet. Da der Einsatz von oralem Phlorizin
zur Hemmung beider SGLT-Transporter fihrt und die Hemmung des SGLT1-

Transporters Durchfallerkrankungen verursachen kann, erwies sich eine Therapie
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durch orales Phlorizin als nicht addaquat. Resultat jahrelanger Entwicklung von
oralen SGLT2-Inhibitoren brachten schlielich drei sehr affine SGLT2-Inhibitor-

Préparate hervor: Dapagliflozin, Canagliflozin und Empagliflozin (Gliflozine).

SGLTs sind Natrium/Glukose-Cotransporter mit einer obligatorischen Bindung
zwischen Natrium und Glukose. Das Verhaltnis liegt bei den SGLT2 bei 1:1. Der
SGLT2 qilt als essenzieller Ruckresorptionsmechanismus von Glukose und
Natrium aus dem Primérharn. Die Aufnahme von Glukose in das Epithel erfolgt
durch den Gradienten des elektromechanischen Potentials von Na*. Im Anschluss
diffundiert die Glukose in das Blut und gelangt durch GLUT2-Transporter in die
basolaterale Membran. Na*, welches durch SGLTs in die Zellen gelangt, wird im
Anschluss tUber Na*/K*-Pumpen in die basolaterale Membran transportiert. In der
Summe wird jeweils ein Na® fir ein Glukosemolekiil absorbiert. Ist dieser
Transporter gehemmt, kommt es zu einer verminderten Ruckresorption von
Glukose und somit einer um ca. 50-60% verstarkten Sekretion von Glukose in den
Urin. Dieser Mechanismus fihrt zu verminderten Plasmaglukose- und
glykosylierten Hamoglobinniveaus in Patienten mit Diabetes mellitus. Ebenfalls
fuhren sie zu Gewichtsreduktion und haben protektive Eigenschaften bei Nieren-
und Herzinsuffizienz (Wright, 2021).

In einer Metaanalyse von 20 verschiedenen Studien mit einer Gesamtzahl von
63604 Patienten wurde die Wirkung von SGLT2-Inhibitoren in Bezug auf VHF
untersucht. Die verwendeten Inhibitoren waren Dapagliflozin, Canagliflozin und
Empagliflozin. Diesen Studien zufolge fiihrte die Behandlung zu einer
signifikanten Reduktion von VHF verglichen mit Kontrollgruppen (-18%) (Zheng
et al., 2022). Experimentelle und klinische Studien haben bis zum heutigen Tag
verschiedene Erklarungen fir die kardioprotektiven Effekte von SGLT2-
Inhibitoren erbracht. Beispielsweise flihren sie durch die Verminderung der
Blutglukose und des Korpergewichts zu einer Reduktion des Bluthochdrucks. (Ni
et al., 2020). In Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 kann eine erhohte Aktivitat
des Na'/Ca®*-Austauschers beobachtet werden, welche schlieRlich zu einer
erhohten Calciumkonzentration im sarkoplasmatischen Retikulum (SR) fuhrt.
Dieser Mechanismus kdénnte jedoch ein erhohtes Risiko flr die Ausbildung von
VHF durch mitochondriale Aktivierung des Na*/Ca-Austauschers bedeuten
(Lambert et al., 2015, Lytvyn et al., 2017). SGLT2-Inhibitoren unterdriicken
auBerdem den Austausch von Natrium und Wasserstoff, begunstigen die
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Ausscheidung von Natrium und reduzieren kardiale intrazellulare Natrium- und
Calcium-lonen. Diese Vorgange vermindern myokardiale Hypertrophie und
nachteilige Remodelingprozesse (Uthman et al., 2018, Verma et al., 2019). Daruiber
hinaus scheinen sie durch Reduktion von oxidativem Stress und der TGF-f-
Produktion (Transforming Growth Faktor ) kardiale Fibrose zu mindern (Lee et
al., 2017, Lietal., 2019). Des Weiteren kann die Ausbildung von epikardialem Fett
zu lokalen Entzundungen fiihren und somit das Auftreten von VHF begiinstigen.
Hiermit zeigt sich ein weiterer Wirkmechanismus der SGLT2-Inhibitoren, da diese
das Vorhandensein von epikardialem Fett reduzieren (Hatem et al., 2014). In einer
Populationsstudie wurden rund 80000 Diabetespatienten mit SGLT2-Inhibitor-
Therapie und DPP-4-Therapie miteinander verglichen. Hierbei konnte eine 17%
Reduktion von neu auftretendem VHF durch SGLT2-Inhibitoren aufgezeigt werden
(Chen et al., 2020). Trotz neuester Studien sind die lindernden Effekte von SGLT-
2 Inhibitoren auf die Ausbildung und Manifestation von VHF noch unzureichend
erforscht. lhre bereits erwadhnten lindernden Effekte auf oxidativen Stress und
kardiale Fibrose machen sie zu einem vielversprechenden Kandidaten als
mdogliches Therapeutikum fiir VHF (Zheng et al., 2022). Studien in Nagermodellen
und Hunden konnten bereits erste Ergebnisse aufweisen (Li et al., 2019, Nishinarita
et al., 2021, Tian et al., 2021, Sabe et al., 2023). Jedoch sind die genauen
Mechanismen nicht ausreichend bekannt. Deshalb soll in dieser Arbeit der
kardioprotektive Effekt von Dapagliflozin in einem VHF-Modell des diabetischen

Schweins untersucht werden.

1.5. Elektrophysiologie des Herzens

Das elektrische Reizleitungssystem ist dafiir geschaffen, eine angemessene
Herzfrequenz und eine entsprechende Kontraktion in allen Herzregionen zu
gewadhrleisten (Schram et al., 2002). Die Erregungsbildung erfolgt in sog.
Schrittmacherzellen, die darauffolgende Weiterleitung gelangt lber die Atrien zu
den Ventrikeln. Der entstehende elektrische Impuls (das Aktionspotential (AP))
und die dadurch eingeleitete Kontraktion sind (ber die sog. elektromechanischen
Kopplung eng miteinander verbunden. Die Entstehung des kardialen
Aktionspotentials basiert auf der Aktivierung und Inaktivierung von lonenkanalen.
Sie leiten die depolarisierenden, nach innen gerichteten Na* und Ca?*-Strome,
sowie die repolarisierenden, nach auflen gerichteten K*-Strome (Antzelevitch,

2000). Die hierbei entstehenden APs variieren physiologisch in den
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unterschiedlichen Herzregionen (Abb. 1). Dies ist auf die Unterschiede in der

Expression und Funktion der lonenkanéle zuriickzufiihren (Nerbonne et al., 2003).

Damit eine Erregungsbildung erfolgen kann, missen sich die Zellen des Myokards
in einem Spannungsfeld von ca. -80mV, dem sog. Ruhemembranpotential befinden.
Eine Besonderheit bilden hierbei die Schrittmacherzellen (engl. pacemaker cells).
Sie besitzen besondere HCN-Kanale (engl.: hyperpolarisation-activated cyclic
nucleotide gated channels), welche durch einwértsgerichtete Kationenstrome (I,
funny channels) eine spontane Depolarisation auslésen kénnen. Die elektrische
Aktivitat des Myokards wird in den soeben erwahnten Schrittmacherzellen des
Sinusknotens initiiert und tber die Atrien in den Atrioventrikularknoten (AV-
Knoten) weitergeleitet. Nach einer kurzen Pause im AV-Knoten breitet sich die
Erregung von den Purkinje-Fasern zum Apex des Herzens und somit zum
Arbeitsmyokard der Ventrikel aus. In den Zellen der verschiedenen Herzregionen
resultiert die Erregung in der Entwicklung des Aktionspotentials. Dieser schlief3t
sich einer kurzen Entspannungsphase an, gefolgt von einer Refraktéarperiode, bis
der néachste Impuls erfolgt (Abb. 1).

A Early B 0 mv S A Node

N\

S — 50 mv
Late St 30 mV
Repolarization (3) ‘ M

Wi
.80 mV Resting (4)
—

0.2 sec Ventr
mV

Pacemaker 30
Function (4)
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| -

| —_

| —
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r.\,x T—— p—————
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Abb. 1. Die kardiale elektrische Aktivitit. A. Schematische Darstellung des Aktionspotentials B.
links: Reizweiterleitung, Beginn des elektrischen Impulses im Sinusknoten (SA), Weiterleitung des
Impulses zum AV-Knoten (AV) dieser erméglicht die Reiziibertragung von den Atrien in die Ventrikel,
nach einer Ruhephase zur Fiillung der Ventrikel bevor sie kontrahieren wird der Reiz tiber die Purkinje-
Fasern weitergeleitet; rechts: Aktionspotentiale der Herzareale; Nattel et al., 2007.
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Das Aktionspotential besteht aus verschiedenen Phasen:

Phase 0 des AP: In den Kardiomyozyten der Atrien und Ventrikel, sowie in den
Purkinje-Fasern ist der Anstieg des Aktionspotential sehr rasch, was auf eine
Aktivierung  von spannungsabhangigen Na*-Kanalen (Nav-Kanéle)
zurtickzufihren ist (Fozzard, 2002). Durch diesen Vorgang gelangt Na* in das
Zellinnere, wodurch sich der Spannungsgradient wieder in Richtung des Natriums
verschiebt. In den Schrittmacherzellen des Sinus- und AV-Knotens ist diese Phase

deutlich langsamer, da hier die Nav-Kanale eine untergeordnete Rolle spielen.

Repolarisationsphase (Phase 1): Im Anschluss kommt es durch die Inaktivierung
der Nav-Kanéle und der Aktivierung spannungsabhéangiger K*-Kanale (li, If) zur
Repolarisation der Atrien und Ventrikel. Diese vorubergehende Repolarisierung
(engl. notch), welcher in Purkinje- und Ventrikelzellen sehr prominent sein kann,
beeinflusst die Hohe und Dauer des Plateaus des AP (Nerbonne et al., 2005).

Plateau-Phase (Phase 2): Hierbei kommt es zum Ca?*-Einstrom durch Cav-Kanale
des L-Typs (lca,L). Ebenfalls beginnt mit Einleitung der Repolarisation ein
anfanglicher K™-Ausstrom (lkr, lks.) durch die nach innen gerichteten Rectifier-
Kaliumkanale. Der Einstrom von Ca?* durch Cav-Kanale des L-Typs (Ica,L) bildet
den Haupttrigger fiir die Kontraktion und somit Systole des Myokards (Bers et al.,
1999).

Repolarisationsphase (Phase 3): Die Repolarisation und somit die Beendigung des
AP wird durch den K*-Ausstrom durch Ik, und Iks und Reduktion des Ca?*-
Einstroms (ber Ica,L gewahrleistet. Hier erreicht die Membran wieder ihr
Ruhemembranpotential (Phase 4) durch nach innen gerichtete Rectifer K*-Stréme

(Ik1).

Im Gegensatz zu Nav und Cav scheint eine groRe Diversitat unter den K*Kanalen
zu existieren, welche in den Atrien und Ventrikeln unterschiedlich exprimiert
werden und somit in den Atrien eine besondere Rolle zu spielen scheinen
(Nerbonne et al., 2005). Auch Clauss et al. bestétigen die tibergeordnete Rolle der
kardialen K*-Kanéale, welche einen Grund fiir die variable Morphologie des
Aktionspotentials darstellen konnten (Clauss et al., 2019).

Verénderungen der Expression der lonenkandle, ihrer Zusammensetzung aus den

verschiedenen Untereinheiten oder ihrer Aktivierungszustdnde konnen zu
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Veranderungen des Aktionspotentials, der Refraktarperioden und/oder der
Reizweiterleitung  fuhren.  Eine  Pradisposition  des  Herzens  fir
Herzrhythmusstérungen kann somit eine lebensbedrohliche Folge darstellen (Akar
etal., 2000). Die dargestellten Auswirkungen der Veranderungen von lonenkanalen
auf das AP verdeutlichen die Bedeutung weiterer Forschung auf diesem Gebiet.
Auch ist die Bedeutung der diversen K*-Kanale in den verschiedenen Herzregionen
und Spezies noch unklar. Da die elektrophysiologischen Eigenschaften des
Schweineherzens groRe Ubereinstimmungen mit dem Menschen aufweisen und
sich das Aktionspotential in seiner Morphologie nicht wesentlich von der des
Menschen unterscheidet (Clauss et al., 2019), erweist es sich als besonders
adaquates  Tiermodell  fir die  Untersuchung elektrophysiologischer

Fragestellungen.

1.6. Pathophysiologie von Vorhofflimmern

Die Pathophysiologie von VHF erweist sich als multifaktoriell und komplex
(Nattel, 2002, Wakili et al., 2011). Elektrophysiologische Hauptmerkmale von
VHF sind Ektopie und Reentry-Kreislaufe, welche als funktionelle Stellvertreter
flr Trigger und anfalliges Substrat gelten. Unterliegende Mechanismen hierftr sind
Verénderungen in der Expression und Funktion von lonenkanélen, veranderte
Calciumhomdstase, verstarkte atriale Automatizitat sowie Veranderungen der Gap
Junctions. Auch Effekte, welche sich nachteilig auf die Atrien auswirken kdnnen,
wie bspw. Dilatation, Fibrose oder Inflammation, bilden einen essenziellen Anteil.
Diese Mechanismen werden als elektrisches und strukturelles Remodeling
bezeichnet (Abb. 2).
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Abb. 2. Die Hauptkomponenten des atrialen Remodelings in Zusammenhang mit der Pathogenese
des VHF; Nattel et al., 2014.

1.6.1. Ektopie

Die Hauptmechanismen flir Ektopie sind zum einen verstérkte atriale Automatizitat
friihe (engl.: Early afterdepolarazation, EADs) und verzdgerte Nachdepolarisation
(engl.: Delayed afterdepolarazation, DADs). Wie bereits beschrieben erfolgen
elektrische Impulse des Herzens unter physiologischen Bedingungen nach
charakteristischen Spannungsverdnderungen, gesteuert durch lonenkandle. Im
gesunden Herzen ist der Sinusknoten verantwortlich fir die Generierung des
elektrischen Signals. Dennoch ist es mdglich, dass Zellen aulerhalb des
Sinusknotens noch vor Eintreffen des physiologischen elektrischen Impulses das
sog. Schwellenpotenzial erreichen, was zu einer ektopen Erregung und somit zu
atrialer Tachykardie fiihren kann. VVerénderungen der Calciumhomdstase kdnnen
hierbei eine wichtige Rolle spielen, was bereits im Menschen und in Tiermodellen
aufgezeigt wurde (Wakili et al., 2011). Verzogerte Nachdepolarisationen
resultieren aus einem unphysiologischen Calciumausstrom aus dem SR.
Physiologisch wird zellulares Calcium durch die Ca**-ATPase (SERCA) und Na*-
Ca?" Austauscher (NCX) wihrend der Diastole entfernt, um eine ionische
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Homdoostase wiederherzustellen. Durch atriale Tachykardie akkumuliert Calcium
in der Zelle aufgrund von gesteigertem lca,.. Der Ca®*-Uberschuss fiihrt bspw. zu
einer Ca?*-Ubersteigerung des SR mit resultierender Dysfunktion des Ryanodin-
Rezeptors, welcher den lonenkanal fur die Freisetzung von Calcium im SR darstellt.
Diese Fehlregulation kann eine spontane Ca?*-Freisetzung aus dem SR wahrend der
Diastole verursachen. Dies kann wiederum eine Aktivierung des NCX zur Folge
haben, zu einem depolarisierenden Einwértsstrom und folglich zu verzogerter
Nachdepolarisation fiihren. Ein solcher Vorgang fiihrt zu einer progressiven
Depolarisation der Zelle und somit dem Zustand der Ektopie (Nattel et al., 2008,
Clauss et al., 2015). Frihe Nachdepolarisationen treten auf, sofern die Dauer des
Aktionspotentials stark verlangert ist, wie bspw. im Long-QT-Syndrom (Wakili et
al., 2011, Voigt et al., 2012). In diesem Zusammenhang wird das Phanomen der
heterogenen Repolarisation beschrieben. Im gesunden Myokard bewahrt eine
homogen-organisierte Repolarisation das Herz vor dem Auftreten von
Arrhythmien. Unter pathologischen Zustdnden kann ein vulnerables Substrat
aufgrund von Remodelingprozessen zu heterogenen elektrophysiologischen
Leitungseigenschaften fihren, die wiederum Arrhythmien verursachen koénnen
(Clauss et al., 2015) (Abb. 2).

1.6.2. Reentry

Die Voraussetzung fur den Eintritt von Reentry-Kreislaufen (kreisende
Erregungen) bilden im pathologisch veranderten Myokard einerseits eine verkirzte
Refraktérzeit, eine Verlangsamung der Reizweiterleitung, als auch strukturelle
Verénderungen wie bspw. atriale Fibrose. Diese Verénderungen storen die
uniforme und homogene elektrische Leitung und bilden somit ein anatomisches
Substrat fur Reentry-Kreislaufe. Die physiologische Refraktarzeit der
Kardiomyozyten verhindert den Eintritt von Reentry-Kreislaufen. Sofern die
Refraktérzeit jedoch verkurzt ist, kdnnen Zellen zu einem friiheren Zeitpunkt
erregbar sein, was zu Ektopie und folglich zu Reentry fuhrt. Auch eine
herabgesetzte Leitungsgeschwindigkeit kann Reentry-Prozesse beglnstigen, da
hierdurch Zellen wieder erregbar sind, bevor der verlangsamte physiologische
Impuls eintritt. Strukturelle Veranderungen des Atriums, wie bspw. Fibrose
verlangern die Reizweiterleitung und bilden Hindernisse, welche die Ausbildung
und Aufrechterhaltung von Reentry-Kreisldufen, und somit die Ausbildung von
VHF nach der Hypothese des ,,AF begets AF* beguinstigen (Allessie et al., 2001b,
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2001a, Clauss et al., 2015) (Abb. 2).

1.6.2.1. Strukturelles Remodeling

Wie bereits beschrieben stellt das strukturelle Remodeling einen wichtigen Faktor
in der Ausbildung und Manifestation von VHF dar. Makroskopisch duf3ert es sich
u.a. in einer Vergrofierung der Atrien und der Ausbildung von Fibrose. Beteiligt an
diesem Prozess sind sowohl Kardiomyozyten, als auch andere Zellformen, welche
bspw. eine wichtige Rolle in der Formation der Extrazellularen Matrix (ECM)
einnehmen. (Anné et al., 2005, Nguyen et al., 2009, Chimenti et al., 2010, Schotten
et al., 2011). lhre zellularen Veranderungen &ul3ern sich in Hypertrophie, dem
Verlust von Sarkomeren, Anderungen in der Form der Mitochondrien und des SR,
Akkumulation von Glykogen, sowie der verdnderten Expression und Anordnung
von Strukturproteinen (Frustaci et al., 1997, Rocken et al., 2002, Venteclef et al.,
2015). Als ein Resultat des strukturellen Remodelings gilt die atriale Fibrose. Da
an strukturellen Remodelingprozessen neben Kardiomyozyten auch ECM-
regulierende Zellen beteiligt sind, kann es zu einem vermehrten Kollagen-Turnover
kommen. Dieser begiinstigt eine Akkumulation von Kollagen im Myokard, welche
die strukturellen Eigenschaften der Vorhofe verdndern kann (Nattel, 2017). Auch
Prozesse wie mechanischer Stress, die Aktivierung neurohormonaler
Mechanismen, als auch Entziundungsprozesse tragen zu einem profibrotischen
Geschehen bei (Sygitowicz et al., 2021). Dies kann ein groRes Hindernis fur die
Interaktion der Muskelfasern bedeuten (Allessie et al., 2010), kann zu Stérungen
der Erregungsleitung fihren und einen Ausloser fir Reentry-Kreisldufe und VHF
darstellen (Spach et al., 1994) (Abb. 3).
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Abb. 3. Der Zusammenhang zwischen VHF und Fibrose. Ein sich bedingender Zyklus. Die Ausbildung
und Aufrechterhaltung von VHF benétigt sowohl Trigger als auch Substrat. Strukturelles Remodeling v.a.
atriale interstitielle Fibrose ist das arrhythmogene Hauptsubstrat. Die Ausbildung von VHF hilt ebenfalls die

Ausbildung von Fibrose aufrecht; Ma et al., 2021.

1.6.2.2. Fibrose

Der Begriff der kardialen Fibrose beschreibt eine erhdhte Ablagerung von
Proteinen der ECM im Interstitium des Myokards. Der Prozess der Fibrose-
Entstehung wird hauptsdachlich bedingt durch die Aktivierung profibrotischer
Signalwege, der Aktivierung kardialer Fibroblasten und der Synthese des
fibrotischen Gewebes (Nattel et al., 2014). Fibrotische Prozesse kdnnen ebenfalls
reparativer Natur sein und das Herzgewebe bspw. nach einer Verletzung ersetzen.
Im Folgenden werden die Formen der Fibrose aufgefiihrt, wobei sich diese Arbeit

mit der interstitiellen Fibrose befasst.

Fibrose kann in zwei verschiedene Formen eingeteilt werden, der reparativen

Fibrose und der interstitiellen Fibrose:

1) Reparative Fibrose bezeichnet den Austausch von nekrotischen
Myokardzellen durch fibrotisches Gewebe
2) Interstitielle Fibrose kann unterteilt werden in:
a. Reaktive Fibrose, welche Umbauprozesse der Extrazelluldren
Matrix im Interstitium oder perivaskuldaren Raum vornimmt, ohne
einem Austausch von beschadigtem Gewebe
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b. Infiltrative interstitielle Fibrose, welche einen Austausch von
Glykosphingolipiden oder nichtlgslichen Proteinen im interstitiellen

Raum vornimmt, wie es bei der Amyloidose zu sehen ist

Beide Formen der Fibrose kénnen nebeneinander koexistieren (Sagris et al., 2021).

1.6.2.2.1. Profibrotische Signalwege

Profibrotische Signalwege bilden ein komplexes interaktives Zusammenspiel
verschiedener Signalwegsysteme (Weber et al., 2013, Travers et al., 2016). Die
wichtigsten profibrotischen Rezeptoren bilden hierbei der Connective tissue growth
factor (CTGF), Angiotensin Il und der Transforming growth factor g (TGF-B). Die
meisten Signalwege verursachen Fibrose durch die Phosphorylierung (Aktivierung)
von Proteinkinasen. Hierdurch wird die Expression von ECM-Proteinen (bspw.
Fibronektin und Prokollagen), Enzymen der Kollagensynthese und
Signalmolekdlen, welche positive Feedback-Mechanismen auf fibrotische Prozesse
haben, verstarkt (Youn et al., 2013). AuBerdem kdnnen sich profibrotische
Signalwege untereinander beglnstigen, wie bspw. CTGF durch den TGF-B-
Signalweg hochreguliert wird (Chen et al., 2017). Auch aktivierte Fibroblasten
synthetisieren ihrerseits CTGF, TGF-f und einige weitere profibrotische
Mediatoren. Auch Zytokine, welche durch Entziindungsprozesse freigesetzt
werden, gelten als sehr effektive Aktivatoren und sind an der Freisetzung
profibrotischer Molekiile beteiligt, was ebenfalls fir das Vorhandensein von
mechanischen Stressstimuli gilt (Carver et al., 2013).

1.6.2.2.2. ECM-Proteine

Die Produktion des fibrosen Gewebes erfolgt nach einer komplexen Abfolge. Die
Kollagensynthese beginnt mit der Synthese des Kollagen-Vorlaufers Prokollagen
im ER. Prokollagen ist zusammengesetzt aus einer Verkettung verschiedener
molekularer Strukturen. Prokollagen wird von den Zellen in den extrazelluldren
Raum abgegeben, wobei das reife Kollagen durch enzymatische Abspaltungen
entsteht. Reife Kollagen-Molekile (welche zu 80-90% aus Kollagen Typ |
bestehen) schlieRen sich spontan (engl. self-assembly) zu Ketten zusammen. Das
Remodeling der ECM wird durch MMPs (Matrix-Metalloproteasen) und
Inhibitoren von MMPs (TIMPs) reguliert. Fibronektin ist ein Protein, welches unter
profibrotischen Stimuli schnell produziert wird. Da es die Fahigkeit besitzt, andere

Molekile wie Kollagen, Integrin, Proteoglykane und anderen ECM-Molekiile an
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sich zu binden, und den Zusammenschluss von Kollagen Typ | und 111 vermittelt,
gilt es als Ubergeordnetes Protein in der ECM-Zusammensetzung. Obwonhl viele der
ECM-Proteine bereits in Studien zu ventrikuldren Verletzungen und
entsprechenden Remodelingprozessen erforscht wurden (Halper et al., 2014), ist
immer noch sehr wenig uber ihre Rolle in atrialer Fibrose bekannt (Nattel, 2017).
Somit erweist es sich als wichtiger Forschungsaspekt, ihre Expression und Funktion

in den Atrien zu untersuchen.

1.6.2.2.3. Die Rolle der Fibroblasten und ihre Differenzierung zu
Myofibroblasten
Verschiedene Zelltypen wie bspw. Kardiomyozyten, Endothelzellen, Perizyten,
Makrophagen, Lymphozyten und Mastzellen sind an fibrotischen Prozessen
beteiligt (Ma et al., 2021). Unter ihnen zeigt sich auBerdem die Gruppe der
Fibroblasten als einer der bedeutendsten Effektoren in der Ausbildung kardialer
Fibrose (Jiang et al., 2021). Fibroblasten sind kleine spindelformige Zellen
mesenchymaler Herkunft mit einem ungefahren Anteil von 10-15% aller
Herzgewebszellen. Sie sind metabolisch aktive Zellen, da sie Synthese und Umbau
der ECM regulieren und somit die architektonische Unversehrtheit des
Herzgewebes bewahren (Sagris et al., 2021). Unter physiologischen Umsténden
sind Fibroblasten an der Funktionsfahigkeit des Myokards beteiligt. Durch die
Anordnung eines dreidimensionalen Zellgerists wird einerseits die mechanische
Funktionalitat sichergestellt, als auch die Generierung eines erregbaren Substrates,
welches zu einer kontinuierlichen und schnellen elektrischen Aktivierung beféhigt
sein muss (Spencer et al., 2017). Wenn Fibroblasten durch profibrotische Stimuli
aktiviert werden, konnen sie zu einem sekretorischen Phanotyp, den sog.
Myofibroblasten differenzieren, welche die Expression von ECM-Proteinen

verstarken und somit die Ausbildung von Fibrose beglinstigen (Abb. 4).
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Abb. 4. Vom Fibroblasten zur Fibrose: Kardiale Fibroblasten differenzieren zu Myofibroblasten. welche
eine Uberproduktion der ECM-Proteine einleiten und zu Fibrose fiihren; modifiziert nach Jiang et al., 2021.

Neben einer gesteigerten Proliferation der Fibroblasten mit anschlieRender
Differenzierung zu Myofibroblasten, kommt es ebenfalls zu einer verstarkten
neurohormonalen Aktivierung und der Aktivierung verschiedener Signalkaskaden,
welche gemeinsam eine ECM-Akkumulation beglnstigen. Dieser Zusammenhang
wurde bereits bei den profibrotischen Signalwegen, als auch bei den ECM-
Proteinen angesprochen wund verdeutlicht die komplexe Interaktion der
verschiedenen profibrotischen Mechanismen miteinander Auch Myofibroblasten
sezernieren Zytokine wie bspw. TGF-B und TNF-o. Die Zytokinausschittung
wiederum stimuliert die fortwéhrende Differenzierung der Fibroblasten in neue
Myofibroblasten, wodurch ein positiver Feedback-Mechanismus des fibrotischen
Signalwegs und der damit verbundenen Akkumulation von ECM ausgeldst wird
(Pellman et al., 2016).

Eine Begunstigung von Reentry-Kreislaufen wird ebenfalls durch die Ausschittung
der Zytokine stimuliert, da diese direkt mit den Kardiomyozyten in Verbindung
treten und somit zu einer Verlangsamung der Reizweiterleitung flihren kénnen.
Kardiale Fibroblasten produzieren aulRerdem verschiedene lonenkanéle, wie bspw.
spannungsabhdngige K*-Kanale, sowie nicht-selektive Kationenkanale der
transient receptor potential (TRP)-Familie, welche die Funktion der Fibroblasten
kontrollieren. Diese konnen einen Ca?*-Eintritt hervorrufen, welcher die
Differenzierung weiterer Fibroblasten zu Myofibroblasten mit anschlieender
Synthese von ECM-Proteinen fortschreiten lasst (Ma et al., 2021). Fibroblasten und
Kardiomyozyten sind ebenfalls fahig miteinander elektrische Verbindungen (engl.:
electric junctions) einzugehen. Der Grad der Interaktion, sowie seine Bedeutung
hangt von der Anzahl der miteinander verbundenen Fibroblasten mit den
Kardiomyozyten, dem Grad der Kopplung und der relativen GroRke der Zellen

zueinander ab. Sofern diese Kopplung stark genug ist, kann diese die Depolarisation
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(Phase 4) verstarken und ektope Impulse verursachen (Yue et al., 2011).

1.6.2.3. Faktoren welche die Differenzierung von kardialen Fibroblasten zu
Myofibroblasten beglnstigen

ErwiesenermalBen gibt es verschiedene Faktoren, welche unabhangig die
Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten induzieren. Mechanischer
Stress, Ischamie, Entziindung, reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und hochfrequente
elektrische Aktivitét bilden hierbei die Haupttrigger (Yong et al., 2015) (Abb. 5).
Die Differenzierung wird u.a. ebenfalls durch eine Vielzahl von Zytokinen,
Chemokinen, neurohormonalen Faktoren und aktiven Peptiden getriggert (Abb. 5).
Diese chemischen Signale beinhalten profibrotische (bspw. TGF-B) und
proinflammatorische Zytokine (bspw. TNF-a, IL-1p, IL-6), sowie Angiotensin 1l
(Ang 1) und Endothelin-1 (ET-1). Die genauen Mechanismen der Differenzierung
von Fibroblasten zu Myofibroblasten sind bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht
vollstdndig bekannt, sie gilt jedoch als einer der Hauptkomponenten in der
Entstehung kardialer Fibrose (Jiang et al., 2021).

mechanischer
Zytokine / Stress
Chemokine ‘

y
Entziindung ® ~ \/

|/

kardiale

Fibroblasten kardialer

0 ’ 0
i % Myofibroblast
ROS M-&::

Abb. 5. Aktivierende Faktoren der Differenzierung vom Fibroblasten zu Myofibroblasten;

modifiziert nach Jiang et al., 2021.

1.6.2.3.1. Das Yes-assoziierte Protein

Neuen Studien zufolge erweist sich auch das Yes-assoziierte Protein (YAP) als
wichtiger Faktor im pathologischen ECM-Remodeling von Herzerkrankungen. Der
Hippo-Signalweg, welcher die Lokalisation von Y AP reguliert, ist essenziell an der
Aktivierung kardialer Fibroblasten beteiligt. Im Gegensatz zu anderen Signalwegen

fuhrt seine Inaktivierung zur Aktivierung profibrotischer Mechanismen (Abb. 6).
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Im physiologischen Zustand phosphoryliert der Hippo-Signalweg das YAP, was
seinen Eintritt in den Nukleus verhindert und somit kardiale Fibroblasten in ihrem
physiologischen Zustand erhélt. Durch pathologische Verénderungen wie bspw.
Diabetes mellitus, Veranderung der Zellmembranen oder inflammatorische
Prozesse kann diese Signalkaskade gestort werden (Xiao et al., 2018, Xiao et al.,
2019).

Der Hippo-Signalweg wurde zuerst in Drosophila melanogaster entdeckt und als
ein bedeutender Mediator fur Zellproliferation, Gewebe- und Organgrofie
identifiziert (Xu et al., 1995, Harvey et al., 2003). Der Signalweg beinhaltet die
Hippokinase, welche ortholog im Sdugetier als MST1/2 benannt wird. MST1/2
verbindet sich im aktivierten Zustand mit dem Salvador-Komplex, was eine
Phosphorylierung und somit die Aktivierung der LATS 1/2-Kinase erlaubt. LATS
1/2 wiederum phosphoryliert im Anschluss die Transkriptions-Cofaktoren YAP
und TAZ und verhindert so ihre Translokation in den Nukleus, was eine Interaktion
mit der TEA-Familie (TEAD1-4) unterbindet. Die Inaktivierung der Kinasen
MST1/2 oder LATS 1/2 erlaubt es YAP in seinem nicht-phosphorylierten Zustand
zu verbleiben und somit eine Translokation in den Nukleus durchzufuhren. Hier
kann es mit den TEAD-Faktoren interagieren und die Expression von proliferativen
Genen begiinstigen (Liu et al., 2019). Auch Veranderungen der Zellform und/oder
Zellstabilitdt kann YAP Uber Mechanotransduktion aktivieren. Dies stellt ein
kritisches Phdnomen in der Organogenese, Gewebshomdstase und Regeneration
dar, da durch physikalischen Einsatz der ECM zellspezifische Genexpressionen

aktiviert werden konnen (Panciera et al., 2017).
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Abb. 6. Der Hippo-Signalweg. Links: der aktive Hippo-Signalweg unterbindet die Translokation von YAP
in den Nukleus. Rechts: der inaktive Hippo-Signalweg fiihrt zu einer Translokation von YAP in den Nukleus
und ermdglicht einer Interaktion mit TEAD. Es kommt zur Regulierung von Genen welche an der Bildung

von Myofibroblasten, ECM-Proteinen und Entziindungssignalen beteiligt sind: modifiziert nach Johansen et
al., 2019.

YAP fordert profibrotische Prozesse durch verschiedene Mechanismen. Es
induziert einerseits die Differenzierung von kardialen Fibroblasten zu kardialen
Myofibroblasten (Francisco et al., 2021, Landry et al., 2021). Dies kann bspw.
durch Regulation von Interleukinen (IL-33) oder durch Interaktion mit dem MRTF-
A (engl.: myocardin-related transcription factor A) verursacht werden (Francisco
et al., 2020, Mia et al., 2021). Darlber hinaus interagiert das YAP mit anderen
Signalwegen, wie bspw. TGF-B, was ebenfalls eine Differenzierung von
Fibroblasten zu Myofibroblasten induziert (Francisco et al., 2021, Landry et al.,
2021). In vitro-Studien zeigten, dass eine Blockierung von YAP (bspw. durch
Verteporfin) die durch TGF-B induzierte Differenzierung von Fibroblasten zu
Myofibroblasten, sowie die ECM-Produktion (Kollagen und Fibronektin) aufhob
(Mia et al., 2022a). Dies beschreibt, dass YAP ebenfalls die Produktion der ECM-
Proteine verstérkt. In einem Mausmodell wurde aufgezeigt, dass eine Aktivierung
von YAP durch Angiotensin Il in kardialen Fibroblasten eine signifikante

Steigerung der Expression von Collal (Kollagen), Tgf-51, Ctgf und a-sma bedingt.
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In derselben Studie wurde gezeigt, dass ein Knockdown von YAP die Expression
dieser Gene signifikant reduziert (Francisco et al., 2021). Eine Inhibition von YAP
in kardialen Fibroblasten kann  Myokardfibrose vermindern und zu einer
Verbesserung der Herzfunktion beitragen, was auf eine reduzierte Expression von
Ctgf und Fibronektin (Fn1) zuriickzufuhren sein kénnte (Hu et al., 2021) Francisco
et al. beschrieben ebenfalls, dass eine Uberexpression von YAP mittels Adenovirus
die Expression von proinflammatorischen Genen (bspw. Ccl2) und die
Kollagenanreicherung steigerten (Francisco et al., 2021).

In Kardiomyozyten hingegen wurde in M&usen und Schweinen beobachtet, dass
eine verstarkte Expression des YAP kardioprotektive Effekte auf das Myokard
aufzeigt. Eine Uberexpression von YAP in Kardiomyozyten erwies in
Myokardinfarktmodellen eine gesteigerte Proliferation der Kardiomyozyten,
reduzierte InfarktgréRe und eine Reduktion von Fibrose (Lin et al., 2014, Hara et
al., 2018, Ferndndez-Ruiz, 2021).

Des Weiteren haben Forschungen ergeben, dass YAP ebenfalls eine bedeutende
Rolle bei Diabetes mellitus spielen kdnnte. Im Herzen konnte in einem diabetischen
Rattenmodell aufgezeigt werden, dass eine YAP-Hemmung die Proteinexpression
von FN1 und CTGF in kardialen Fibroblasten signifikant reduzierte. Auch eine
Reduktion interstitieller Fibrose wurde durch Hemmung des YAP erzielt,
wohingegen eine Aktivierung des YAP zu verstarkter Expression von Collal,
Col3al und Pai-1fuhrte (Hu et al., 2021). In einem Rattenmodell der diabetischen
Kardiomyopathie konnte festgestellt werden, dass eine Ausschaltung des YAP in
Fibroblasten die Proteinexpression von CTGF, FN1 und SMAD3 signifikant
verminderte (Yu et al., 2021). In der diabetischen Niere konnte eine verstérkte
Expression des Yap und zwei seiner Zielgene, Ctgf und Areg, in M&usen beobachtet
werden (Chen et al., 2016).

Das YAP konnte aufgrund seiner entscheidenden Rolle in profibrotischen
Prozessen des Herzens, sowie in profibrotischen Prozessen diabetischer
Erkrankungen ein potenzielles therapeutisches Ziel darstellen. Bislang wurde der
Zusammenhang von profibrotischen Mechanismen unter einem diabetischen
Milieu nur in Nagermodellen dargestellt, was aufgrund von anatomischen,
elektrophysiologischen und metabolischen Unterschieden zum Menschen
translationale Limitationen aufweist. Ebenfalls fehlt es an Einblicken und

Zusammenhangen zwischen profibrotischen und proarrhythmischen Effekten des
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Y AP, welche in dieser Arbeit untersucht werden sollten.
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2. Diabetes mellitus

Der Begriff Diabetes mellitus ist zusammengesetzt aus dem griechischen Wort
diabetes fiir durchflieBen und dem lateinischen Wort mellitus fur sii3. Historisch
betrachtet entdeckten bereits die Griechen und Agypter die siiRe Natur des Urins
wéhrend einer Diabetes mellitus Erkrankung, woraus sich die heutige

Namensgebung entwickelte.

Diabetes mellitus ist eine metabolische Erkrankung, welche einen erhdhten
Blutglukosespiegel zur Folge hat. Sie kann in verschiedenen Formen auftreten und

unterscheidet sich in folgenden Auspréagungsformen:

I.  Diabetes mellitus Typ 1: autoimmune Erkrankung, welche im Verlauf zu
einem absoluten Insulinmangel fuhrt und somit insulinabhéngig ist (5-
10%).

Il.  Diabetes mellitus Typ 2: unzureichende Insulinsekretion der pankreatischen
Inselzellen, Insulinresistenz  des Gewebes sowie ungenigende
kompensatorische Sekretionsantwort (90-95%).

I1l.  Gestationsdiabetes/Schwangerschaftsdiabetes: Diabetes mellitus, welcher
sich wéhrend einer Schwangerschaft ausbilden kann

IV.  Andere Arten von Diabetes mellitus: Hierzu zéhlen monogenetische
Defekte der Betazellfunktion wie der im Jugendalter auftretende neonatale
Diabetes (Maturity onset diabetes of the young (MODY)), oder der Mutant
Insuline-gene diabetes of youth (MIDY), Diabetes mellitus hervorgerufen
durch Endokrinopathien oder Erkrankungen des exokrinen Pankreas,
Diabetes mellitus induziert durch Medikamente, chemische Substanzen
oder Infektionen (~1%)(Association, 2018)

2.1. Epidemiologie von Diabetes mellitus

Die weltweite Pravalenz von Diabetes mellitus hat sich in den vergangenen
Jahrzehnten drastisch erhoht (Ogurtsova et al., 2017). Global gilt sie als eine der
wichtigsten und herausforderndsten Gesundheitsprobleme fir die menschliche
Population des heutigen Zeitalters. Der zu verzeichnende Anstieg in den meisten
Teilen der Welt manifestiert sich parallel zur 6konomischen Entwicklung, welche
zur Urbanisierung und der Adaption eines modernen Lebensstils fuhrt (Blas et al.,
2010). Die geschétzten Zahlen der an Diabetes mellitus erkrankten Menschen
zwischen 20-79 Jahren beliefen sich im Jahr 2019 auf ca. 463 Millionen. Ein
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Anstieg auf etwa 578 Millionen Betroffene wird fiir das Jahr 2030 erwartet (Banday
etal., 2020). Im Jahr 2019 wurde die Pravalenz unter Mannern und Frauen auf 9,6%
und 9 % geschétzt (Saeedi et al., 2019). Nahezu 4,2 Millionen Menschen im Alter
zwischen 20-99 Jahren starben im Jahr 2019 auf Grund von Diabetes mellitus und

den mit der Erkrankung assoziierten Komplikationen (Banday et al., 2020).

In der Pressemitteilung des deutschen Gesundheitsberichts zum Weltdiabetestag
wurde im November 2021 bestétigt, dass die aktuelle Zahl der Menschen mit
dokumentiertem Typ-2 Diabetes in Deutschland auf 8,5 Millionen Menschen

gestiegen sei.

2.2. Risikofaktoren fur Diabetes mellitus

Neben dem genetischen Aspekt, welcher wie bereits erwahnt, sowohl in Patienten
von T1DM und T2DM eine wichtige Rolle spielt, sind auch eine Vielzahl
verschiedener Risikofaktoren fiir eine Auspragung der Erkrankung beschrieben
(Ceriello et al., 2021).

2.2.1. Genetik

Sowohl Diabetes Typ 1 als auch Diabetes Typ 2 sind polygenetische Erkrankungen,
d.h. eine Vielzahl von Genverénderungen und -varianten tragen zur Erkrankung bei.
In TIDM wird ein Erkrankungsrisiko aufgrund von Vererbung der Eltern auf die
Kinder auf ca. 5% geschétzt. Das Risiko innerhalb des Lebens an Diabetes Typ 2
zu erkranken, sofern ein Elternteil betroffen ist, wird auf etwa 40% geschatzt.
(Skyler et al., 2017). Gene und ihre Variationsformen innerhalb des human major
histocompatibility complex (MHC), eingeschlossen dem Humanen Leukozyten
Antigen (HLA), sind verantwortlich fiir etwa die Halfte des genetischen Risikos flr
T1DM. Weitere Risikofaktoren wurden identifiziert als Veranderungen in den INS-
, CTLA4-, IL2RA-, und PTPN22-Genen (Rich et al., 2018).

2.2.2. Umwelteinflisse

Viele Umwelteinfliisse interagieren mit genetischen Faktoren, welche dadurch mit
dem Auftreten und der Manifestation des autoimmunologischen Geschehens von
T1DM in Verbindung gebracht werden kénnen. Infektion (bspw. mit Enteroviren
(Schneider et al.,, 2014)), oder ein verandertes enterales Mikrobiom stellen
mogliche Ursachen einer Erkrankung mit T1DM dar (Giongo et al., 2011).

Erndhrungsbedingte Ursachen kdnnen auf eine verfriihte Aufnahme von Getreiden
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oder Gluten zurlckzufiihren sein, da diese die Autoimmunitat der B-Zellen
beeinflussen kénnen (Ziegler et al., 2003). Auch die Aufnahme von toxischen
Stoffen (bspw. Nirtosamine) wird mit der Genese von T1DM in Verbindung
gebracht (Skyler et al., 2017). Bei T2DM gelten v.a. Ubergewicht und kérperliche
Inaktivitat, Stress und Depression, als auch kardiovaskuldare Erkrankungen,
Schlafapnoe und Hypertension als erhebliche Risikofaktoren (Asuzu et al., 2017,
Skyler et al., 2017, ANONYMUS, 2022).

2.3. Klinik von Diabetes mellitus

Im T1DM gilt die Hypoglykamie als direkte Folge der Erkrankung. AuRern kann
sich diese in Heilhunger, KaltschweiBigkeit, Zittern und Herzrasen, bis hin zu
neuroglykopenischen Symptomen wie Konzentrationsschwache, Kopfschmerzen
und Mudigkeit. Sofern einer Hypoglykamie nicht entgegengewirkt wird, kann dies
zu einem Glukosemangel im Gehirn fiihren, was zu Krampfanfallen,
Bewusstlosigkeit und der Auspragung eines ketoazidotischen Komas fuihren kann.
Im T2DM 4ulert sich die Hyperglykémie durch Polyurie und Polydypsie, teilweise
gesteigertem Appetit und verschwommener Sicht. Eine anhaltende Hyperglykamie
kann zur Ausbildung des lebensbedrohlichen hyperosmolaren Komas fihren. Im
Verlauf von Jahren kommt es bei Patienten mit Diabetes mellitus zu einer
progredienten Organschadigung. Diese kann sich bspw. in Mikro- und
Makroangiopathien &ullern, welche im Verlauf zur Ausbildung von Atherosklerose
und folglich einer Minderdurchblutung der Organe fiihrt. Die Schadigung der
Organe kann sich vielseitig manifestieren, bspw. kommt es zu Nephropathien bis
zu akutem  Nierenversagen.  Periphere  Neuropathien, welche die
Schmerzwahrnehmung vermindern, kénnen das Verletzungsrisiko steigern. Dies
kann das Risiko fir Infektionen mit anschlielender Gangrén- und/oder
Nekroseentwicklung erhéhen und zu Amputationen fuhren. Ebenfalls begiinstigt
werden hierdurch Herz-Kreislauferkrankungen wie VHF, Schlaganfalle,

Hypertension und Herzinfarkte (Association, 2013).

2.4. Diagnostik von Diabetes mellitus
Den Standards der American Diabetes Association (ADA) zufolge wird eine
Diagnostik basierend auf einer Glukosebestimmung des Blutplasmas mittels

verschiedener Tests empfohlen (Association, 2017):

I.  Bestimmung des Nichternblutglukosespiegels, wobei der Patient ca.
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8 Stunden ohne Nahrungsaufnahme verbracht haben sollte. Ein Wert
von >126 mg/dl (7.0 mmol/l) und mehr gilt als positives Ergebnis

Il.  Oraler Blutglukosetoleranztest (OGTT), hierbei werden 75g in
Wasser geloste  Glukose oral aufgenommen und  der
Blutglukosewert 2 Stunden im Anschluss gemessen. Ein Wert von
>200 mg/dl (11.1 mmol/l) gilt hierbei als positives Testergebnis

[1l.  Bestimmung des glykierten Hamoglobins, dem sogenannten
HbA1c-Wert. Dieser liegt bei gesunden Menschen unter einem Wert
von 5,7%, bei Pradiabetikern zwischen 5,7-6,4% (39-48 mmol/mol)

und bei Diabetes mellitus Erkrankten bei Giber 6,5% (>48 mmol/mol)

2.5. Therapie des Diabetes mellitus

Aufgrund der unterschiedlichen Genese der Diabetestypen erfolgt auch die
Behandlung auf unterschiedliche Weise. Bei Diabetes mellitus Typ 1 handelt es
sich um eine Autoimmunerkrankung, bei der es zu einem absoluten Insulinmangel
kommt. Somit besteht die Notwendigkeit einer lebenslangen Insulintherapie. Die
Insulingabe kann sowohl auf einer intensivierten konventionellen Insulintherapie
basieren, oder Uber ein Insulinpumpensystem erfolgen. Bei der konventionellen
Insulintherapie erfolgt die Verabreichung mittels Insulinspritze in das
Unterhautfettgewebe, welches im Regelfall aus einer Kombination von
kurzwirkendem Insulin und langwirkenden Basalinsulin besteht. Diese Therapie
ahnelt bei richtiger Anwendung der Insulinsekretion des Kérpers und ermdglicht es
dem Patienten, eine vergleichsweise flexible Lebensfiihrung zu gestalten. Auch die
Behandlung mittels Insulinpumpe ist eine verbreitete Therapieform, wodurch
kleine Mengen an Kurzzeitinsulin in das Unterhautfettgewebe appliziert werden.
Innovative Therapieansétze wie die Regulierung von Zytokinen und T-Zellen, die
B-Zell-Antigen  Vakzine, hormonelle  Ansdtze, sowie medikamentose
Behandlungen durch Metformin und SGLT2-Hemmer werden zunehmend in
Betracht gezogen (Von Scholten et al., 2021). Bei T2DM besteht die Behandlung
in einer Veranderung des Lebensstils durch gesunde Diat, ggf. verbunden mit
Gewichtsreduktion, Stressreduktion und Bewegung. Auch eine medikamentdse
Behandlung mittels oraler Antidiabetika, dem Mittel der Wahl Metformin,
Glukagon-Rezeptor-Antagonisten,  Sulfonylharnstoffen,  SGLT2-Inhibitoren
und/oder Insulin stellt eine zusatzliche Therapieform dar. Je nach Alter,

Schweregrad, Vorerkrankungen und Lebensstil sollte anhand eines Stufenplans die
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geeignete Therapie fiir den jeweiligen Patienten etabliert und diese gegebenenfalls

bei Progression der Erkrankung angepasst werden (Chatterjee et al., 2017).

2.5.1. SGLT-2 Inhibitoren als Therapieform fur Diabetes mellitus

SGLT-2 Inhibitoren erhéhen die Exkretion von Glukose (iber den Urin, indem sie
den SGLT2-Transporter im proximalen Tubulus der Niere hemmen (Wilding,
2014). Einer Meta-Studie zufolge konnte ihre Effektivitit anhand einer Reduktion
des HbAlc um 0,7% bestétigt werden (Vasilakou et al., 2013). Durch einen
Mechanismus von Glukosurie und Gewichtsreduktion durch Kalorienverlust von
etwa 320 kcal/Tag uber den Urin konnte eine deutliche Gewichtsreduktion erzielt
werden (Nauck et al., 2011). Dieser Effekt wurde langzeitlich beobachtet (78
Wochen) und mit Placebo-Préparaten verglichen (Rosenstock et al., 2015). SGLT-
2-Inhibitoren verursachen keine Hypoglykémie, vorausgesetzt sie werden nicht mit
Insulin oder Sulfonylharnstoffen kombiniert. Die Hauptnebenwirkung bilden
Infektionen des Urogenitaltrakts, welche haufiger bei Frauen auftreten (Tahrani et
al., 2013).

2.6. Pathophysiologie des Diabetes mellitus

2.6.1. Diabetes Typ 1

T1DM ist eine chronisch endokrine Erkrankung, welche von einer autoimmunen
Zerstorung insulinproduzierender Zellen des Pankreas ausgeht und zu einem
absoluten Insulinmangel fihrt (Atkinson et al., 2014). Die Genese ist auf einen
heterogenen Prozess zuriickzufiihren, welcher durch das Auftreten von Inselzell-
spezifischen Antikorpern gegen Strukturen der B-Zellen entsteht. Die zwei
haufigsten Autoantikorper, welche mit der fortwéahrenden Zerstorung der p-Zellen
identifiziert werden sind gerichtet gegen Insulin (IAA) und Glutamat-
Decarboxylase (GAD) (Sosenko, 2016). Das Auftreten der Symptomatik erfordert
einen Untergang von 40-70% der B-Zellmasse. Jedoch variieren die Zahlen sehr
stark zwischen Kindern und Erwachsenen (Bauer et al., 2021). Die Rate der -
Zellzerstorung ist sehr variabel und kann bei Kindern und Jugendlichen sehr schnell
sein, bei Erwachsenen moderat. Adulte Patienten konnen Residuen an B-Zellen
beibehalten, welche sie tUber Jahre vor kritischer klinischer Symptomatik bewahrt.
Immun-mediierter Diabetes mellitus manifestiert sich meist im Kindes- oder
Jungendalter, kann jedoch auch zu jedem Zeitpunkt bei Adulten auftreten
(Association, 2013).
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2.6.2. Diabetes Typ 2

T2DM ist im Wesentlichen auf zwei pathologische Mechanismen zuriickzufthren
(Weyer et al., 1999). Die Insulinresistenz beschreibt eine reduzierte Antwort des
peripheren Gewebes auf die physiologische Insulinkonzentration. Diese Resistenz
wird im Anfangsstadium durch eine gesteigerte Insulinproduktion in den B-Zellen
des Pankreas kompensiert. Durch die kompensatorische Produktion und Sekretion
von Insulin kommt es in den B-Zellen des Pankreas zu einer Dysfunktion. Durch
Storungen in der Inselzellorganisation wird eine optimale Zell zu Zell
Kommunikation verhindert, was im Anschluss zur Produktionseinschrénkung des
Hormons fiihrt (Christensen et al., 2019). Folge der fortwahrenden Insulinresistenz
und der eingeschrankten Insulinsekretion ist der sog. relative Insulinmangel,
welcher zur Hyperglykdmie und der Manifestation der Erkrankung fiihrt (Galicia-
Garcia et al., 2020). Defekte in der Synthese von Insulin selbst oder seinen
Vorlaufern, sowie Stérungen der Sekretionsmechanismen kénnen gleichermalien in
eine ungenugende Freisetzung von Insulin resultieren. So kann bspw. eine
reduzierte Expression des GLUT2- Glukosetransporters herabregulierende
Prozesse verandern (Hoang Do et al., 2015), wahrend Fehlfaltungen des Proinsulins
ebenfalls mit einer eingeschrankten Insulinproduktion in Verbindung gebracht

werden konnen (Liu et al., 2018)
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3. Tiermodelle

3.1 Tiermodelle des VHF

Bis zum heutigen Tag wurden verschiedene Tiermodelle zum Verstandnis der
Pathogenese des VHF etabliert. Diese verwenden verschiedene Tierarten und
beruhen auf verschiedenen Induktionsmechanismen (Abb. 7). Hervorzuheben ist
hierbei, dass kein alleiniges adaquates Tiermodell fir die Untersuchung von VHF
existiert. Somit ist es essenziell, sich aus ethischen und praktischen Griinden die
anatomischen und elektrophysiologischen tierartspezifischen Unterschiede zu
verdeutlichen, um das entsprechende geeignete Modell auszuwéhlen. Hierbei ist
sowohl die Wahl der Tierart, die Art der Induktion, als auch die wissenschaftliche
Fragestellung von grofRer Bedeutung (Clauss et al., 2019). Da das Auftreten von
VHF im Tierreich sehr uniiblich (oder nur schwer nachzuvollziehen ist) (Schittler
et al., 2020), werden verschiedene Modelle verwandt, um VHF auszulésen und
somit Teilaspekte der Erkrankung deutlicher zu verstehen. Da viele Mechanismen
des VHF unverstanden sind, Therapiestrategien grof3e Limitationen aufweisen und
ihre Pravalenz von Jahr zu Jahr steigt (Nattel et al., 2020), erweist sich die
Anwendung von Tiermodellen als wichtiges Forschungsmittel.

3.1.1. Genetische Veranderungen

Die Generierung genetisch verénderter Tiere hat einen signifikanten Anteil am
heutigen  Verstdndnis der zellularen und molekularen Faktoren der
Arrhythmogenese. Genetisch veranderte Nagermodelle konnten bereits wichtige
Einblicke in die Pathogenese von VHF leisten. Bespiele hierfiir sind das a-MyHC-
FKBP12 Mausmodell, welches spontan VHF ausbildet (Frydrychowski et al.,
2020), sowie Mduse mit einem Knockout des PITX2-Gens, welche eine erhdhte
Anfélligkeit fir Pacing-induziertes VHF aufweisen (Zhang et al., 2019b). Im
GroRtiermodell wurde bspw. im Jahr 2016 ein transgenes Schafmodell entwickelt,
bei welchem eine Uberexpression von herzspezifischem TGF-£1 generiert wurde.
In diesem Modell konnte eine wesentliche Ausbildung von Fibrose in den Atrien
nachgewiesen werden (Polejaeva et al., 2016) (Abb. 7).

3.1.2. Induktion einer Herzhypertrophie
Ein weiteres Modell des VHF stellt die Induktion der Herzhypertrophie dar, welche
meist durch eine transversale Aortenverengung (TAC), einen chronischen AV-

Block oder durch AV-Shunt induziert wird. Bei der TAC erfolgt eine Aortenstenose
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mittels Ligatur, welche eine linksventrikuldre Hypertrophie zur Folge hat
(Marionneau et al., 2008). Dieser Mechanismus fuhrt zu atrialem Remodeling mit
anschlieRender atrialer Hypertrophie, Herzdilatation und Fibrose (De Jong et al.,
2013). Mause konnen hierdurch eine gesteigerte Vulnerabilitat fur VHF und
ventrikulare Tachykardie aufweisen (Zhang et al., 2006). Bei Kaninchen wird
dieses Modell oftmals mit einer Aortenklappeninsuffizienz kombiniert, was im
Anschluss zu akutem Herzversagen fiihren kann (Pogwizd et al., 2001). Im Schwein
wird die Hypertrophie des linken Ventrikels durch das Anbringen einer Manschette
um die Aorta verursacht, was zu einer gesteigerten Ansammlung von ECM und
erhohter Versteifung des Herzmuskels fuhren kann (Gyongydsi et al., 2017). Das
Modell des chronischen AV-Blocks (CAVB) stellt ein  weiteres
Hypertrophiemodell dar, welches zuerst in Hunden durchgefuhrt wurde. CAVB
wird durch Injektion von Formaldehyd in den AV-Knoten oder durch Ablation des
proximalen His-Bindels induziert. Dies flhrt zu einem rasanten Abfall der
Herzfrequenz und des Herzzeitvolumens, was eine Volumenbelastung zur Folge hat
(Volders et al., 1998, Vos et al., 1998, Oros et al., 2008). In Schafen flhrt dieses
Modell zu atrialer Dilatation und einer verzdogerten Reizweiterleitung mit erhéhter
Anfélligkeit fur VHF durch Burst-Pacing (Neuberger et al., 2005). Ein weiteres
Hypertrophiemodell entsteht durch Anbringung eines Shunts zwischen Aorta und
dem linken Atrium. Diese Technik wird v.a. bei M&usen, Ratten und Schafen
durchgefuhrt und zeigt bereits nach 4 Wochen eine Dilatation des linken Atriums
mit deutlicher Ausbildung von VHF (Scheuermann-Freestone et al., 2001, Remes
et al., 2008, Benes et al., 2011) (Abb. 7).

3.1.3. Myokardischamie/lschamische Kardiomyopathie

Als bedeutender Risikofaktor fur VHF gilt die Myokardischamie, welche durch
Etablierung verschiedene Modelle zur Erforschung von VHF genutzt wird. In
Mausen und Ratten kann eine ventrikulare Ischamie durch Okklusion der linken
Koronararterie (LAD) oder Kryoschadigung des Gewebes erfolgen, was in einer
erhohten Vulnerabilitdt fir atriale und ventrikuldre Arrhythmien resultiert
(Gehrmann et al., 2001, Boixel et al., 2003). In Hunden flhrt die Technik der LAD-
Okklusion zu einer gesteigerten Anfalligkeit fur VHF (Miyauchi et al., 2003). In
Schweinen wurden verschiedene Ischdmiemodelle etabliert, wobei die LAD am
h&ufigsten Anwendung findet. Die Okklusion kann bspw. durch Implantation eines
Ringes (Biondi-Zoccai et al., 2013), durch Stahlverschlisse (Indik et al., 2010),
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oder durch tempordren Verschluss mittels Ballonkatheter durchgefiihrt werden
(Niemann et al.,, 2010, Clauss et al., 2020). Durch Ligatur der rechten
Koronararterie konnte in Hunden ein spezifisches atriales Isch&miemodell etabliert
werden (Sinno et al., 2003) (Abb. 7).
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Abb. 7. Tiermodelle des VHF. Illustration der am hiufigsten verwendeten Krankheitsmodelle in
verschiedenen Spezies fiir bestimmte Trigger in Arrhythmien. Kardiale Hypertrophie, Ischimie,
atriales- und ventrikulires Tachypacing, sowie Inflammation. Die Form der Arrhythmie in der jeweiligen
Spezies wird angezeigt. AF: Vorhofflimmern; AV: atrioventrikuldr; BMS: bare-metal stent (dt.: Metallstent);
CAVB: chronisch- atrioventrikuldrer Block; LAD: linke aufsteigende Koronararterie; LV: linker Ventrikel;
RA: rechtes Atrium; RCA: rechte Koronararterie; RV: rechter Ventrikel;: SCD: sudden cardiac death (dt.:
plétzlicher Herztod): TAC: transverse Aortenkonstriktion, VF: ventricular fibrillation (dt.: Kammerflimmern);
VT: ventrikuladrer Tachykardie; Clauss et al., 2019.

3.1.4.  Tachypacing

Durch die 1995 publizierte Arbeit von Wijfles et al. ist bekannt, dass VHF sein
eigens Substrat bildet und sich somit selbst erhalt (Wijffels et al., 1995). Dies fiihrte
zum Tiermodell des Tachpacings, wobei nach Ort des Stimulus zwischen atrialem
und ventrikuldarem Tachypacing unterschieden wird. Das atriale Tachypacing ist
eine im GrofRtiermodell sehr gut etablierte Technik und findet optimale Anwendung
bei Schweinen, Hunden und Schafen (Clauss et al., 2019). Schweine bspw.
entwickeln bereits 1 bis 7 Tage nach Anwendung des Tachypacings VHF und
weisen hierbei verlangerte atriale effektive Refraktérperioden (AERP) auf (Bauer
et al., 2004, Lugenbiel et al., 2015). Histologisch zeigen sowohl Atrien als auch
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Ventrikel Hypertrophie, Fibrose und Apoptose unter Ausbildung einer chronischen
Herzinsuffizienz (Kazui et al., 2015). Da Schweine durch die Anwendung des
atrialen Tachypacings zur Ausbildung chronischer Herzinsuffizienz neigen
(aufgrund der guten AV-Knotenleitungseigenschaften wird die atriale Tachykardie
schnell Ubergeleitet und fuhrt auch zu einer ventrikuldren Tachykardie mit
nachfolgendem Risiko einer Tachykardiomyopathie), kann zusétzlich der bereits
erwéhnte CAVB durchgefiihrt werden. Schwarzl et al. zeigten das Auftreten von
anhaltendem VHF mit verstarktem atrialen Remodeling (Schwarzl et al., 2016a).
Auch in Hunden und Schafen gilt das atriale Tachypacing als adaquate Technik und
konnte in vielen Studien zum Verstandnis des strukturellen und elektrischen
Remodelings unter Ausbildung von VHF beitragen (Morillo et al., 1995, Nattel et
al.,, 2016, Takemoto et al., 2016). Da Hunde und Schweine in ihren
elektrophysiologischen Eigenschaften dem Menschen ahnlicher sind, zeigen sie
verglichen mit Schafen eine bessere Ubertragbarkeit der gewonnenen Daten und
sind somit dem Schaf oftmals vorzuziehen (Clauss et al., 2019). Da es durch
ventrikuldres Tachypacing, welches zur Untersuchung einer Herzinsuffizienz
verwendet werden kann (Kaab et al., 1996), ebenfalls zu atrialem Remodeling
kommt, kann es dementsprechend auch als Modell fir die Erforschung von VHF
verwendet werden. Hierbei fihrt die Durchfihrung bspw. im Hund zu einer
Ausbildung von Fibrose, Uberdehnung des Myokards, Funktionseinschrankung,
sowie Veranderungen von lonenkanélen in den Atrien und Ventrikeln (Shinagawa
etal., 2002) (Abb. 7).

3.1.5. Inflammation

Die Ausbildung von VHF kann durch inflammatorische Prozesse stark beglinstigt
werden, was zur Etablierung inflammatorischer Tiermodelle des VHF fiihrte. Bei
Hunden kann bspw. eine sterile Perikarditis induziert werden, was zu einer erhéhten
Induzierbarkeit von VHF fuhrt (Tselentakis et al., 2006). Auch durch Auslésung
einer Parodontitis in Hunden wurde ein Zusammenhang zwischen chronischen
oralen Entzindungen und VHF erwiesen (Yu et al., 2010). Die Myokarditis steht
im engen Zusammenhang mit der Ausbildung von VHF und wird meist in
verschiedenen Mausmodellen wie bspw. durch die Verabreichung von Mysoin 6
(MYH®6) Peptid zusammen mit Freund schen Adjuvans dargestellt (Grabmaier et
al., 2016). Auch die Verwendung von verschiedenen Viren wie dem

Encephalomyokarditis-Virus kann bei Mausen, aber auch bei Schweinen
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durchgefuhrt werden (Gwathmey et al., 1992, Ohmae et al., 2005). Generell ist die
Anwendung inflammatorischer  Modelle  fur die  Untersuchung der
Arrhythmogenese  selten,  weshalb  auch  eine  elektrophysiologische
Charakterisierung in diesem Zusammenhang noch nicht detailliert ausgearbeitet
wurde (Clauss et al., 2019) (Abb. 7).

Unter der Vielzahl der etablierten Tiermodelle des VHF hat sich die Verwendung
des Schweins als sehr vielversprechend gezeigt. GroRe Ubereinstimmungen in
Korpergewicht, Herzgewicht und elektrophysiologischen Eigenschaften, sowie
einer ahnlichen Herzfrequenz erlauben eine weitgehend direkte Ubertragbarkeit der
generierten Ergebnisse in die Humanmedizin. Schweinemodelle haben sich als gut
induzierbar erwiesen und finden somit ebenfalls Anwendung in der Erforschung
neuer Therapieansatze. Die Induktion von VHF durch atriales Pacing hat sich
hierbei als Methode der Wahl etabliert, da sie als zuverlassig und reproduzierbar
gilt (Frydrychowski et al., 2020).
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3.2. Tiermodelle des Diabetes mellitus

Populationsstudien haben gezeigt, dass zwischen der Erkrankung an Diabetes
mellitus und der Ausbildung von VHF ein starker Zusammenhang besteht
(Benjamin et al., 1994, Kannel et al., 1998). Die diabetes-spezifischen zellularen
und molekularen Mechanismen, welche zu VHF fiihren, sind zum jetzigen
Zeitpunkt nur sehr unzulénglich bekannt (Bohne et al., 2019). Tiermodelle des
Diabetes mellitus sind auf Grund ihrer Genese und Auspréagung sehr variabel und
in verschiedenen Spezies anwendbar. Ubergeordnet lasst sich Diabetes mellitus
durch 4 verschiedene Methoden induzieren: 1) dem chirurgischen Ansatz, bei
welchem eine teil- bzw. vollstandige Pankreatektomie durchgefihrt wird, 2) die
Applikation chemischer Substanzen mit toxischer Wirkung auf die B-Zellen, 3) die
diatetische Intervention (oder Ubergewicht), sowie 4) dem gentechnischen Ansatz
(Abb. 8).

Surgical approach: Chemical approach:
Partial/total pancreatectomy Beta-cell toxins
A\ ' t Inexpensive
v» + Technically uncomplicated
+ Noninvasive
+ Well-defined beta cellloss = Low GLUT2 in porcine beta cells
= Technically demanding = Unspecific eflects in other tissues
= Invasive approach expressing GLUT2 (kidney, liver)
Diabetes type = Time-ntensive postsurgical care Driabetes type = Variation in treatment response
» Insulin-deficient = Loss of exocrine pancreatic tissue » Insulin-deficient = Possibility of self-regeneration

Generation of diabetic pig models

Dietary intervention Genetic engineering
S

+ Genetically tailored pig models
+ Phenotypically homogeneous

+ Numerous options for selective study groups
modification of metabolksm + Moddication of more than one
+ Noninvasive approach gene possible
- Expensive Diabetes types Noninvasive approach
Diabetes types = Dificult to provoke conversion » Insulin.deficient = Expensive
» Insulin.resistant to overt diabetes » Insulin.resistant = Technically demanding
» Obesity-related = Technically fastidious » Obesity-related = Possible off-target effects

Abb. 8. Vor- und Nachteile derzeitiger Strategien fiir die Etablierung von diabetischen Schweinemodellen;
Abhlqvist et al., 2018.

Die chirurgische Methode der teilweisen oder vollstandigen Pankreatektomie wird
bei Schweinen, Hunden und Primaten durchgefihrt, gilt jedoch als sehr invasiv und
erfordert eine zusétzliche Behandlung mit Enzymen (Mellert et al., 1998, Fisher et
al., 2001, He et al.,, 2011). Eine Alternative hierzu bildet die Applikation
chemischer Substanzen wie Streptozotocin oder Alloxan, welche haufig in Nager-
und Schweinemodellen angewendet wird. In verschiedenen Studien zeigten
Streptozotocin-induzierte diabetische Ratten eine signifikante Fibroseausbildung in
den Atrien (Kato et al., 2008, Watanabe et al., 2012, Li et al., 2016). Kato et al.
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zeigten auBerdem an durch Streptozotocin-induzierten diabetischen Ratten einen
Effekt des strukturellen Remodelings in den Atrien durch die Aktivierung von sog.
Advanced glycation end products und ihrem Rezeptor (AGE-RAGE) (Kato et al.,
2008). Streptozotocin und Alloxan kénnen sich jedoch neben der Zerstérung der
pankreatischen B-Zellen auch toxisch auf andere Organe der Tiere auswirken
(Dufrane et al., 2006, King, 2012). Eine Zerstérung der B-Zellen kann ebenfalls
mittels Virusapplikation bspw. durch das Coxsackie B Virus induziert werden
(Jardane et al., 2009). Daruber hinaus existiert eine Vielzahl an Modellen, welche
mittels hochkalorischer Futterung zu Insulinresistenzen fihren (Winzell et al.,
2004). Hierbei kann ebenfalls der Zusammenhang zwischen Diabetes mellitus und
Ubergewicht betrachtet werden und findet groRe Anwendung in Nagetieren und
Schweinen (Renner et al., 2016a). Die Ausbildung von Ubergewicht kann ebenso
durch genetische Veranderung erfolgen. Ein monogenes Modell hierfir stellt bspw.
die Leptin-Maus dar (Lep°®°®-Maus), der das Sattigungsgefiihl-beeinflussende
Leptin fehlt und somit durch erhohte Nahrungsaufnahme Ubergewichtig wird
(Wang et al., 2014). Die Verwendung von genetisch veranderten Tieren gewinnt
sowohl bei der Erforschung des Insulin-abhangigen als auch des Insulin-
unabhéngigen Diabetes mellitus zunehmend an Bedeutung. So wurde bspw. das
GIPRY-Schwein entwickelt, welches einen dominant-negativen Glukose-
abhangigen insulinotropen Peptid-Rezeptor in den B-Zellen exprimiert und dadurch
eine Reduktion der Glukosetoleranz, Insulinsekretion und B-Zellproliferation
aufweist (Renner et al., 2010). Durch genetische Verdnderung des INS-Gens
entstanden zwei wichtige Modelle des permanenten neonatalen Diabetes mellitus
(PNDM): die Ins2”K"-Maus und das INS®®*Y-Schwein, welche als Modelle fiir den
INS-Gen-induzierten Diabetes der Jugend gelten (MIDY) (Liu et al., 2010). Beide
Modelle weisen eine monogene Mutation auf, welche im Schwein im INS-Gen und
in der Maus im Ins2-Gen auftritt (Yoshioka et al., 1997). Der pathologische
Mechanismus ist in beiden Tiermodellen dhnlich wie die INS®%Y-Mutation im
Menschen. Diese verhindert eine Disulfidbriickenbindung zwischen den Ketten des
Insulinmolekdils, was zur Komplexbildung fihrt und den Transport des
physiologischen (Pro-) Insulins beeintréchtigt. Durch die Komplexbildung
verbleibt fehlgefaltetes Insulin im ER der pankreatischen B-Zellen, verursacht ER
Stress und flhrt schlieBlich zur Apoptose der B-Zellen (Yoshioka et al., 1997, Liu
etal., 2010, Renner etal., 2013, Wolf et al., 2023). Ins2”k®-Mzuse entwickeln einen

progressiven Diabetes mellitus, gekennzeichnet durch Hyperglykdmie,
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Hypoinsulinamie, Polyurie und Polydipsie. Neugeborene Ins2”k-Mause verfiigen
uber physiologisch ausgebildete Langerhans-Inselzellen mit unversehrten -Zellen.
Im Alter von 3-4 Wochen zeigt sich ein durch Apoptose-vermittelter Verlust der j3-
Zellmasse mit Manifestation einer insulinabhéngigen Diabetes mellitus Erkrankung
(Al-Awar et al., 2016). Zur Erforschung Diabetes-induzierter proarrhythmogener
atrialer Herzerkrankungen erweist sich das Ins2”%®-Mausmodell als wichtiges
Mittel und konnte bereits erste wichtige Erkenntnisse liefern. In der Arbeit von
Polina et al. wurde gezeigt, dass Akita-M&use eine signifikante VVulnerabilitat fur
VHF aufweisen, was auf eine Verlangerung der P-Wellendauer und eine
verlangsamte atriale Reizweiterleitung zurtickzufiinren war. Ebenfalls konnte eine
verédnderte Morphologie des Aktionspotentials beobachtet werden. Unter
Insulintherapie zeigte sich eine signifikante Milderung der genannten Parameter
(Polina et al., 2020). Die Arbeit von Krishnaswamy et al. zeigte auf struktureller
Ebene, dass Akita-Mause im rechten und linken Atrium eine verstéarkte Ausbildung
von Fibrose aufwiesen, was auf eine verstarkte Expression von Kollagen Typ 1 und
3 zuriickzufiihren war. Ein Effekt, der ebenfalls durch Insulintherapie deutlich
reduziert werden konnte (Krishnaswamy et al., 2015). Das bereits erwahnte
INSC9Y-Schwein, welches 2013 von Renner et al. generiert wurde (Renner et al.,
2013), ist ebenfalls eine heterozygote monogenetische Veranderung, welche wie im
Menschen im INS-Gen auftritt. Diese Tiere sind bereits kurz nach ihrer Geburt
hyperglykamisch. Im Alter von 4,5 Monaten zeigen die INS©®*Y-Schweine ein um
41% verringertes Korpergewicht, eine 72% verringerte B-Zellmasse, sowie einen
um 61% niedrigeren Niichterninsulinspiegel (Renner et al., 2013). INS%4Y-
Schweine weisen einen stabilen diabetischen Phanotyp auf und sind somit
chemisch, oder chirurgisch induzierten Modellen Uberlegen (Mellert et al., 1998,
Dufrane et al., 2006, He et al., 2011). Bislang gibt es fiir das Modell des INS%*Y-
Schweins noch keine Ergebnisse zu Diabetes-induziertem VHF. In der Arbeit von
Hinkel et al. wurde jedoch gezeigt, dass die Ausbildung von Fibrose im linken
Ventrikel der INS®®*Y-Schweine verglichen mit den Kontrolltieren, signifikant
erhoht war. Dieses Ergebnis liefert somit erste Erkenntnisse, kann jedoch keine

valide Aussage Uber die Fibrose in den Atrien liefern (Hinkel et al., 2017).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sowohl das Ins22X®-Mausmodell als auch
das INS®®*Y-Schweinemodell aufgrund des stabilen Phanotyps groBe Vorteile

gegenlber anderen Tiermodellen aufweisen. Da das Schwein deutliche
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metabolische Ubereinstimmung mit dem Menschen hinsichtlich seiner
Nichternblutglukosewerte (70- 115 mg/dl), der Verteilung der exokrinen Zellen im
Pankreas, dem Anteil und der Proliferationsrate der B-Zellen aufweist (Wolf et al.,
2014, Renner et al., 2016a), in Kombination mit den bereits erwéhnten
anatomischen und kardiologischen Vorteilen, ist es aus translationaler Sicht dem
Mausmodell Uberlegen. Somit ist es als sehr gut geeignetes Tiermodell zur
Erforschung von diabetes-induziertem strukturellen Remodeling bei VHF zu

betrachten.
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4, Hypothese und Ziele

Vorhofflimmern (VHF) ist die Herzrhythmusstérung mit der héchsten Pravalenz
und steht im Zusammenhang mit hoher Morbiditat und Mortalitat (Andrade et al.,
2014). Eine Erkrankung an Diabetes mellitus erhoht das Risiko fir die Ausbildung
und Progression von VHF (Benjamin et al., 1994). Die zugrundeliegenden
Mechanismen sind bis zum heutigen Tag noch nicht ausreichend verstanden, wobei
dem strukturellen Remodeling der Atrien eine bedeutende Rolle zugesprochen wird
(Bohne et al., 2019). Eine hieraus resultierende atriale Fibrose begunstigt eine
unregelmaRig-heterogene elektrische Leitung, flhrt zur Herabsetzung der
Reizleitungsgeschwindigkeit und bildet somit ein wichtiges Substrat fir VHF
(Schotten et al., 2016). Das Yes-assoziierte Protein gilt als Mediator fur
profibrotische Prozesse durch die Aktivierung Kkardialer Fibroblasten mit
anschlieBender Differenzierung zu Myofibroblasten (Francisco et al., 2021). Neue
Studien legen nahe, dass eine Therapie von Patienten mit Diabetes mellitus mit
SGLT2-Hemmern kardiale Fibrose, u.a. durch verminderte Fibroblasten-

Aktivierung moglicherweise reduzieren kann (Tian et al., 2021).

Fur die vorliegende Arbeit wurde daher darauf aufbauend die Hypothese formuliert,
dass YAP einen essenziellen Mediator fir strukturelle atriale Remodelingprozesse
und eine erhohte Anfalligkeit fir VHF bei Diabetes mellitus darstellt, was durch

eine Therapie mittels SGLT2-Hemmer (Dapagliflozin) beeinflusst werden kann.

Um die Hypothese zu prifen, wurde die Anfélligkeit fur Vorhofflimmern, das
strukturelle Remodeling sowie die Expression von YAP und YAP-assoziierten
Genen in diabetischen Schweinen (INS®®4Y) mit/ohne Dapagliflozin-Therapie

untersucht.
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IIl. TIERE, MATERIAL UND METHODEN

1. In vivo
1.1. Verwendete Versuchstiere und entsprechende Tierhaltung

1.1.1. Moorversuchsgut

Sowohl die Zucht als auch die Aufzucht der Tiere erfolgte am Moorversuchsgut des
Lehrstuhls fur Molekulare Tierzucht und Biotechnologie der Ludwig-Maximilians-
Universitdt Minchen/OberschleiBheim. Die hierfir verwendeten, teilweise
genetisch verénderten Tiere stellen ein Tiermodell fir den humanen permanenten
neonatalen Diabetes mellitus (PNDM) dar. Dieser beruht auf Mutationen im
humanen Insulin-(INS-)Gen, welcher sich meist im neonatalen Stadium
manifestiert und somit auch als mutanter INS-Gen induzierter Diabetes der Jugend
(mutant INS-gene induced diabetes of youth (MIDY)) bezeichnet wird (Liu et al.,
2010). Eine dieser Mutationen betrifft die Position 96 des humanen Proinsulins,
wodurch eine der beiden Disulfidbriicke zwischen der A- und B-Kette des reifen
Insulinmolekuls getrennt wird und es zur Anreicherung von fehlgefaltetem Insulin
im ER kommt. Dies resultiert in Stressreaktionen im ER, welche dann die Apoptose
der B-Zellen im Pankreas triggern (Liu et al., 2010). Im Schweinemodell wurde
ebenfalls mit dem INS-Gen gearbeitet, wobei das porzine C-Peptid um 2
Aminosdauren kirzer ist als das humane (Renner et al., 2013) Hierfiir wurde ein
INSC%Y-Expressionsvektor ~ verwendet, in  welchen eine  Neomycin-
Selektionskasette, regulatorische Elemente und das porzine INS-Gen eingebaut
wurde. Diese genetische Veranderung weist einen Basenaustausch von Guanin zu
Adenin auf, welcher einen Aminosaureaustausch von Cystein nach Tyrosin an der
Position 94 zur Folge hat. Dieser Vektor wurde daraufhin in primadre, fetale
Fibroblasten mannlicher Schweine transferiert. Der Zellkerntransfer fand in
stabilen Zellklonen statt, welche dann in scheintrachtige Empféangertiere Gibertragen
wurden, um genetisch verénderte Griindertiere zu erzeugen. Die Genotypisierung
erfolgte mittels PCR-Analyse, in welcher die Genverdnderung mit dem Transgen
entsprechenden VVorwarts- und Riuckwaértsprimern detektiert wurde (Forward: CAG
CTG TGC TCG ACG TTG TC, Reverse: GAG TCA ACT AGT CCT CAG AAG
AAA G). Ebenfalls wurde die Neomycin-Kassette mittels Southern-Blot-Methode
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nachgewiesen (Renner et al., 2013). Am Moorversuchsgut erhielten die INS®%Y-
Tiere eine Kombinationstherapie aus Langzeitinsulin  (Lantus®) und
Kurzzeitinsulin (NovoRapid®). Das Blutglukoselevel der Tiere wurde ein- bis
zweimal taglich mittels Glucometer ermittelt. Die in diesem Versuch aufgefiihrte
Kontrollgruppe wurde durch die Wurfgeschwister der genetisch veréanderten Tiere
dargestellt. Durch Genotypisierung wurden diese als Wildtyp ermittelt. Sie zeigten
keine genetische Veranderung des INS-Gens und keinen diabetischen Phanotyp.

1.1.2.  Walter-Brendel-Zentrum fir Experimentelle Medizin

Im Alter von finf bis sechs Monaten erfolgte der Transport der Tiere an das Walter-
Brendel-Zentrum flr experimentelle Medizin am Campus Grohadern. Hier
verbrachten die Schweine aus tierschutzrechtlichen Griinden vor dem Versuch eine
Mindestdauer von 3 Tagen, um eine angemessene Akklimatisierung zu
gewadhrleisten. Die Stallungen der VVersuchstierhaltung im Walter-Brendel-Zentrum
entsprechen den Vorschriften der S1 Gentechnik-Sicherheitsvoraussetzung von
1990. Die Tiere wurden taglich in Augenschein genommen und ihr
Gesundheitszustand nach entsprechendem Score Sheet evaluiert. Sie hatten sowohl
Zugang zu den Innenboxen mit einer GroRe von ca. 1,5x2 m, sowie zu den
anliegenden Aullenausldaufen, welche sich auf einer GroRe von 4x4 m erstrecken.
Die Liegeflachen der Innenboxen sind mit explizit daftir vorgesehenen, rutschfesten
Fliesen ausgekleidet, wobei die Bdden der TageslichtauRenauslaufe aus Beton
bestehen. Die Tiere wurden einmal taglich gefittert und die Trinkwasserzufuhr
wurde Uber Nippeltranken in den Innenboxen gewahrleistet. Zum Enrichment
wurden die Innenboxen nach téglicher Sauberung mit Stroh und Heu versehen.
Ebenfalls erhielten die Tiere Heu im AuRenbereich, Tierbédlle und Gummireifen,
sowie Wasserbader zur Beschéftigung. Zusatzlich wurden den Tieren Obst- und
Gemdseprodukte angeboten. Zu Wasser bestand zu jeder Zeit freier Zugang. Das
Futterungsregime wurde nach Genehmigung der Anderungsanzeige vom
22.11.2022 an das Schema des Moorversuchsgutes angeglichen, in welchem die
Tiere restriktiv dem Alter entsprechend nach einem Fitterungsplan gefittert
wurden. Einige der Tiere, welche in dieser Arbeit inkludiert wurden, erhielten noch
die entsprechende Fiitterung ad libitum. Ebenfalls entsprechend des genehmigten
Tierversuchsantrages wurde der Blutzuckerspiegel einiger dieser Tiere mittels
Acarbose zwischen 200-300 mg/dl eingestellt. Hierfur wurde durch eine

Lanzettpunktion am Ohr ein Blutstropfen gewonnen und zur Blutglukosemessung
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verwendet. Sofern dieser Wert tiber 300 mg/dl lag, erhielten die Tiere zweimal
taglich 50 mg Glucobay® oral in Form von Tabletten. Um das hiermit erforderliche
Ohrstechen der Tiere zur optimalen Einstellung zu vermindern, wurde mit der
Anderungsanzeige die Behandlung umgestellt. Somit erfolgte eine Insulintherapie
ab einem Nduchternblutglukosewert von >300 mg/dl mit 2 Einheiten Lantus®,
welche gegebenenfalls bei Bedarf erh6ht werden konnte bis der Blutglukosewert
200-300mg/dl betrug. Sofern sich der Blutglukosewert 5 Stunden nach
Futteraufnahme weiterhin bei >300 mg/dl befand, wurde zusatzlich mit
NovoRapid® behandelt. Ein Blutzuckerspiegel zwischen 200-300 mg/dl wurde
angestrebt, um das Behandlungsbild eines nicht adaquat eingestellten Diabetes

mellitus nachzubilden.

1.1.3.  Versuchsaufbau

Im  Tierversuchsantrag  ROB-55.2-2532.Vet_02-18-69,  zuzuglich  der
Anderungsanzeige vom 22. November 2022, wurden alle durchgefiihrten Eingriffe
durch die Regierung von Oberbayern genehmigt. In diesem Versuch wurde aus
diversen Griinden das Schwein als addquate Tierart gewahlt. Hauptsachlich handelt
es sich um Hybridtiere, welche Kreuzungen aus der Deutschen Landrasse, dem
Edelschwein und Pietrainschweinen darstellen. Es wurden sowohl weibliche als
auch mannliche Tiere im Alter von ca. finf bis sechs Monaten nach ihrem
jeweiligen Genotyp und gegebener Therapie in eine der drei entsprechenden
Gruppen eingeteilt: 1) Kontrolltiere (Wildtypen), 2) Diabetes-(INS®*Y) Tiere ohne
Therapie und 3) Diabetes-(INS®*Y) Tiere mit Dapagliflozin-Therapie. Die Tiere
mit zusétzlicher Dapagliflozin-Therapie stellten eine Gruppe aus 10 Tieren mit
diabetischem Genotyp dar, welche ab dem Absatzalter eine orale Therapie mit
Dapagliflozin, einem in der Humanmedizin zugelassenen Antidiabetikum,
erhielten. Aus diesen drei Gruppen ergab sich eine Gesamttierzahl von 45 Tieren,
welche sich aus 17 Kontrolltieren, 18 Diabetesschweinen ohne Therapie und 10
Diabetesschweinen mit Therapie zusammensetzte. Bei allen Tieren erfolgte ein
Eingriff, welcher ebenfalls den Endversuch darstellte. Die Versuche erfolgten in
totaler intravendser Intubationsnarkose (Propofol +Fentanyl). Bei allen Eingriffen
erfolgte die invasive Bestimmung hdmodynamischer Basisparameter mittels
Rechtsherz- und Linksherzkatheteruntersuchung, eine invasive
elektrophysiologische  Untersuchung mit Bestimmung der atrialen und

atrioventrikuldren  Leitungseigenschaften, sowie die  Induktion von
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Vorhofarhythmien mittels Burststimulation im rechten Atrium. Im Anschluss
erfolgte die schmerzfreie Euthanasie mittels Thorakotomie und Herzentnahme nach
vorheriger  Ausblutung.  Fur  histologische und  molekularbiologische
Untersuchungen wurde Gewebe entnommen, entsprechend prozessiert und

asserviert.
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1.2. Materialien

1.2.1. Gerate

300A Servo Ventilator, Siemens Healthcare GmbH, Erlangen

C-Bogen Exposcop 8000 Ziehm GmbH, Nirnberg

Druckabnehmer Statham Transducer, P23 ID Statham Instruments, Inc., Oxnard,
California, USA

Elektrokauter VIO® 50 C, Erbe, Tlbingen

HP Codemaster XL Defibrillator, Soma Tech Intl., Bloomfield, CT, USA

MLCL CardioLab System, GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA

Modul fur Multiparameter-Monitor Infinity Hemo4, Dragerwerk AG & Co.
KGaA, Libeck

OP-Sauger KATASPIR PRO, Medutek, Bremen

Perfusor Space, B. Braun Deutschland GmbH & Co. KG, Melsungen

Pulsoxymeter Ohmeda BIOX 3700e Ohmeda, Louisville, Colorado USA

RAPIDLab® 1200 Blutgasmessgerat, Siemens Healthcare GmbH, Erlangen

SC 9000XL Patientenmonitor, Siemens Healthcare GmbH, Erlangen

Universal Heart Stimulator UHS 20, Biotronik, Berlin

1.2.2. Verbauchsmaterialien

Blue Sensor® VL-00S EKG-Elektroden, Ambu GmbH, Bad Nauheim

Cryovial sterile 2 ml, Simport Scientific, Bernard-Pilon, Kanada

Ethibond Excel Sutupak 6 x 45 cm Ethicon, Johnson & Johnson Medical GmbH,
Norderstedt

Flexi-Kit arteriell Einmaldruckwandler, Merit Medical GmbH, Eschborn

Foliodrape® Protect Lochtticher selbstklebend, Paul Hartmann AG,Heidenheim,
Deutschland
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0,014“Fiihrungsdraht Road Runner Extra Support, Cook Denmark Holding ApS,

Bjeeverskov, Danemark

6-F Super Torque Plus pigtail diagnostic catheter, Cordis Corporation, Miami,
Florida, USA

Gaze NobagazeR Kompressen, Noba Verbandmittel Danz GmbH u. Co. KG,
Wetter

Intrafix Primeline, 150 cm, B. Braun Deutschland GmbH & Co. KG, Melsungen

Introcan Safety 3 22G, 25 x 0,9 mm, B. Braun Deutschland GmbH & Co. KG,
Melsungen

Judkins-Links-Katheter JL4 Thrulumen, Cordis Corporation, Miami, Florida,
USA

Judkins-Rechts-Katheter JR4 Thrulumen, Cordis Corporation, Miami, Florida,
USA

Katheterschleusen 8-F arterial sheath Avanti+, 9-F venous sheath Avanti+,

Cordis Corporation, Miami, Florida, USA

Klebepflaster LeucoplastR, hospital BSN medical GmbH, Hamburg

Nessy Omega Elektrode, Erbe Elektromedizin GmbH, Tlbingen

Multipolarer Diagnostikkatheter, BIOTRONIK SE & Co. KG, Berlin

Perfusorleitung, 1,0 x 2,0 mm, PE, 150 cm, B. Braun Deutschland GmbH & Co.
KG, Melsungen

Perfusorspritze 50 ml, transparent, B. Braun Deutschland GmbH & Co. KG, III.
Tiere, Material und Methoden 30 Melsungen

Risch Super SafetyClear Endotrachealtubus 4.5-7.0 mm, Wolfram Droh GmbH

Mainz

Spatelelektrode, gerade, 2,3 x 19 mm, Lange 45 mm, Erbe Elektromedizin
GmbH, Tubingen

Spritze steril Luer 20 ml Discardit BD, Heidelberg
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Spritze steril Luer 10 ml Discardit BD, Heidelberg

Spritze steril Luer 5 ml Discardit BD, Heidelberg

Sterican Kaniilen 0,90 x 40 mm, 20 G x 1 % “, Gr. 1, B. Braun Deutschland
GmbH & Co. KG, Melsungen

Swan-Ganz Katheter 7-F, Edwards Lifesciences LLC,Irvine, California, USA

Vicryl CTX Plus 70 cm Ethicon, Johnson & Johnson Medical GmbH,
Norderstedt

1.2.3. Instrumente

Anatomische Pinzette, straight serrated, 14,5 cm, Fine Science Tools GmbH,

Heidelberg

Chirurgische Pinzette, 2x3 teeth, 14,5 cm Fine Science Tools GmbH, Heidelberg

Chirurgische Schere, straight, sharp/blunt, 16,5 cm, Fine Science Tools GmbH,
Heidelberg

Cushing Nerv- und Gefasshékchen, 90° gewinkelt, 19 cm, stumpf, Aesculap AG,
Tuttlingen,

Irisschere, straight, sharp/sharp, 10,5 cm, Fine Science Tools GmbH,Heidelberg

Kelly Klemme, curved, serrated, 14 cm, Fine Science Tools GmbH, Heidelberg

Mathieu Nadelhalter, with lock, 14 cm, Fine Science Tools GmbH, Heidelberg

Micro-Mosquito, curved, serrated, 12 cm, Fine Science Tools GmbH, Heidelberg

Morse Sternumspreizer mit konvexen Halteblattern fur totale Sternoto-mie,
Fehling Instruments GmbH & Co. KG, Karlstein

Rosenschere P68, Fiskars, Espoo, Finnland

Sektionsmesser fur Gehirn, 45 cm, Fine Science Tools GmbH, Heidelberg

Weitlaner Wundspreizer 3x4 Zahne, stumpf, Aesculap Ag, Tuttlingen,

Wertheim Schere, gebogen, stumpf/stumpf, 23 cm, Fehling Instruments GmbH
& Co. KG, Karlstein
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1.2.4. Hilfsmittel

Ambu® Silikon-Beatmungsbeutel, Ambu GmbH, Bad Nauheim

HEINE Standard Laryngoskop-Batteriegriff, HEINE Optotechnik GmbH & Co.
KG, Gilching

Miller VET F.O. LED Laryngoskop-Spatel, Covetrus AT GmbH, Brunn am
Gebirge

PORTEX® Intubationsmandrin, Smiths Medical Deutschland GmbH, Grasbrunn

Stethoskop Littmann Master Classic Il, 3M Deutschland GmbH, Neuss

1.2.5. Medikamente und Chemikalien

1.2.5.1. Analgetika

Fentadon® 50 pg/ml, Injektionslésung, Dechra Veterinary Products Deutschland
GmbH, Aulendorf

Rimadyl® 100 mg, Kautabletten fir Hunde, Zoetis Deutschland GmbH, Berlin

Rimadyl® 50 mg/ml Injektionslésung fur Rinder, Zoetis Deutschland GmbH,

Berlin

1.2.5.2. Antiarrhythmikum

Amiodaron-HCI, Amp. 150 mg/3 ml, Hikma Pharma GmbH, Grafelfing

1.2.5.3. Antikoagulans

Heparin-Na Durchstechflasche, 25.000 IE / 5ml, Ratiopharm GmbH, Landsham

1.2.5.4. Antidiabetika

Forxiga® Dapagliflozin 10 mg, AstraZeneca GmbH, Cambridge, UK

Glucobay®, 50 mg Tabletten (Acarbose); Bayer Vital GmbH, Leverkusen
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Lantus® SoloStar®100 Einheiten/ml, Sanofi-Aventis Deutschland GmbH,
Frankfurt/Main

NovoRapid®FlexPen®100 Einheiten/ml, Novo Nordisk Pharma GmbH, Mainz

1.2.5.5. Infusionslésungen

Isotonische Kochsalzldsung 0,9%, Fresenius freeflex, 1000 ml, Bad Homburg
v.d.H.

Isotonische Kochsalzldsung 0,9%, B. Braun Ecoflac, 500 ml, Melsungen

Isotonische Kochsalzldsung 0,9%, Fresenius Frekaflasche, 50 ml, Bad Homburg
v.d.H.

1.2.5.6. Narkotika

Ketaset® 100 mg/ml, Injektionslésung, Zoetis Deutschland GmbH, Berlin

Midazolam Amp. 15 mg / 3 ml, Ratiopharm GmbH, Landsham

Propofol 2% (20 mg/ml) MCT Fresenius, Emulsion zur Infusion, Fresenius Kabi
Deutschland GmbH, Bad Homburg v.d.H.

Stresnil® 40mg/ml, Injektionsldsung fir Schweine, Elanco Deutschland GmbH,
Bad Homburg v.d.H.

1.2.5.7. Sonstige Medikamente und Chemikalien

Atropinsulfat Amp. 0,5 mg /1 ml, B. Braun Melsungen AG,

Bepanthen Augen- und Nasensalbe, Bayer Vital GmbH, Leverkusen

Kaliumchloridlésung 7,45% Amp. 20 ml, B. Braun AG, Melsungen

Magnesiumsulfat 50% Amp. 5 g/ 10 ml, Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg

Ultraschallgel Sonosid, Asid Bonz GmbH, Herrenberg
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1.3. In vivo Methoden

1.3.1. Narkoseeinleitung

Die Tiere wurden 1-3 Tage vor dem Eingriff gewogen und in der Nacht vor dem
Eingriff niichtern gehalten. Freier Zugang zu Wasser war zu jederzeit gewahrleistet.
Am Morgen der Operation wurden sie fur eine moglichst kurze Zeit von ihren
Gruppenmitgliedern getrennt in einer Innenbox mit Stroh aufgestellt. Hier fand die
maoglichst stressfreie Einleitung durch eine Kombinationsnarkose aus Ketamin (20
mg/kg KGW), Azaperon (2 mg/kg KGW) und Atropinsulfat (0,05 mg/kg KGW)
statt. Diese wurde mittels Kaniile und einer Heidelberger Verlangerung in die
Nackenmuskulatur hinter dem Ohr verabreicht und mittels Nachspilen von
Kochsalzldsung vollstandig appliziert. Durch die Verwendung der Verlangerung
wurde erreicht, dass das Tier sich weiterhin wie gewohnt bewegen konnte und auch
beim Nachspilen von einer zusatzlichen Punktion abgesehen werden konnte.
Aullerdem konnten somit zusétzliche Fixierungen oder Beruhrungen vermieden
werden, welche der Beruhigung der Tiere entgegenwirken. Dies gewahrleitete eine
maoglichst stressfreie Narkoseeinleitung der Tiere, welche nach einer Ruhezeit von
ca. 5 Minuten bereits ausreichend sediert waren. Sofern dies der Fall war, wurde
ein periphervendser Zugang in die Vena auricularis lateralis gelegt. Nach
erfolgreicher Lageprifung wurde die Narkose mittels Applikation von Midazolam

(0,5mg/kg i.v.) vertieft.

1.3.2. Intubation und Beatmung

Durch die Kombinationsnarkose aus den oben benannten Praparaten wurde eine
ausreichende Spontanatmung gewahrleistet, was eine zuigige Uberfiihrung der Tiere
unter standiger Beobachtung in den Operationsraum erméglichte. Hier wurden die
Tiere fir die endotracheale Intubation in Bauchlage Uberfuhrt und ein Tubus der
passenden GroélRe in die Trachea eingefiihrt. Um diese Einflihrung zu ermdglichen,
erhielten die Tiere einen Bolus Propofol (0,5-1mg /kg KGW), um einen méglichen
Schluckreflex zu vermeiden und somit eine ausreichende Relaxation
herbeizufihren. Fur die Intubation wurde das Maul durch eine Assistenz am Ober-
und Unterkiefer mittels Gazetlichern erdffnet und die Zunge durch die zu
intubierende Person ebenfalls mit Hilfe eines Gazetuchs erfasst und vorsichtig nach
lateral positioniert. Durch die Nutzung eines geeigneten Laryngoskops wurde der

Zungengrund mit leichtem Druck nach ventral gedriickt und somit die Stimmritze
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dargestellt. Falls diese durch die Epiglottis verdeckt war, konnte diese durch den
Einsatz eines Hilfsmittels, wie zum Beispiel einem Yankauer Saugansatz,
vorsichtig vom weichen Gaumen befreit und mit dem Laryngoskop vorsichtig nach
ventral positioniert werden. Nach ausreichender Inspektion der Stimmritzengrofe
erfolgte die Wahl des passenden Tubus je nach GroRe des Tieres (4,5-7,0 mm).
Dieser wurde anschlieBend unter addquater Einsicht und unter geringem Druck
zwischen die Ligamenta vocalia in die Trachea vorgeschoben. Sofern hier ein
anhaltender Widerstand zu spuren war, wurde erneut ein Bolus Propofol
verabreicht. Nach erfolgreicher Positionierung des Endotrachealtubus wurde dieser
mit Hilfe einer 20 ml Spritze mit Luft geblockt. Im Anschluss erfolgte die
Auskultation des gesamten Thorax mit Hilfe eines Stethoskops. Die Beatmung
wurde manuell mit einem Beatmungsbeutel durchgefuhrt, um auskultatorisch eine
Ventilation der Lungenfligel feststellen zu kdnnen. Falls diese Prifung positiv
verlief, wurde der Tubus durch ein Gazetuch am Oberkiefer des Tieres fixiert.
AnschlieBend wurde das Tier in Riickenlage auf den Operationstisch positioniert
und druckkontrolliert beatmet. Als Richtwerte fiir die initiale Beatmung galten ein
Beatmungsdruck von 20-25 mbar, ein PEEP von 5 mbar, sowie eine Atemfrequenz
von 16/min., um ein Atemzugvolumen von 8-12 ml/kg KGW zu gewahrleisten.
Wahrend des Eingriffs wurden regelméliRig Blutgasanalysen durchgefihrt, um die
Parameter und deren addquate Einstellung fur das jeweilige Tier zu sichern. Hierbei
galten folgende Werte als Richtlinien: pH: 7,40-7,53; pCO2: 35-44 mmHg; HCO?®:
22-33 mmol/l; pO2: 73-92 mmHg; SpO2 > 95 % (Hannon et al., 1990).

1.3.3. Narkoseaufrechterhaltung und perioperative Narkosetiberwachung
Die Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte durch eine Allgemeinandasthesie mit
Propofol (0,5 mg/kg KGW/min. i.v.), welche mittels Perfusor kontinuierlich
appliziert wurde. Die Analgesie wurde mittels Fentanyl (0,05-0,1 mg/kg i.v.)
abgedeckt, welche entweder im Abstand von 30 Minuten als Bolus oder ebenfalls
mit Hilfe eines Perfusors kontinuierlich verabreicht wurde. Die Aufrechterhaltung
des Hydratationsstatus erfolgte Uber ein Infusionssystem mit physiologischer
Kochsalzlésung. Zur Uberpriifung der Narkosetiefe wurden der Lidreflex und der
Afterzehenreflex tberprift. Auch die kontinuierliche Uberwachung der
Herzfrequenz gab Ausschluss Uber die addquate Narkosetiefe. Im Anschluss
wurden die Tiere an den Gliedmalien rasiert, um eine ausreichende Leitfahigkeit

der EKG-Elektroden zu gewdhrleisten. Zuweilen war es nétig, eine kleine Menge
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Ultraschallgel unter die Elektroden auf die trockene Haut aufzutragen. Die EKG-
Elektroden wurden positioniert und an das Uberwachungssystem angeschlossen.
Die Vorderbeine der Tiere wurden vorsichtig nach kaudo-ventral ausgebunden und
zum Schutz vor Austrocknung der Augen wurde Bepanthen Augen- und
Nasensalbe auf die Hornhaut der Tiere aufgetragen. Die Kreislaufstabilitat wurde
mittels Elektrokardiogramms, Blutdruckmessung, Pulsoxymetrie und einer
Rektalsonde zur Uberpriifung der Thermometrie iberwacht. Einem etwaigen
Absinken der Korpertemperatur wurde durch korperwarme Infusionslosungen
gegengesteuert. Die Pulsoxymetrie wurde an der Schwanzspitze oder der Zunge
vorsichtig angebracht. Die Uberwachung des arteriellen Blutdrucks konnte tber
invasive Messungen nach Anlage der arteriellen Schleuse mit Hilfe eines
Druckwandlersystems, welches auf Hohe des Herzens positioniert wurde,
gewahrleistet werden. Hierfur wurde der Nullabgleich gegen den atmosphérischen
Druck ausgerichtet. Im Anschluss erfolgte die Uberpriifung des Infusionssystems
auf einen luftleeren Zustand, um einer Luftembolie im arteriellen Blutkreislauf
vorzubeugen. Fur die Aufzeichnung des 12-Kanal-EKGs wurden 10 Elektroden
angebracht. Vier davon an den GliedmaRen, sowie sechs im Bereich des Brustkorbs
(V1-V6). Die Anbringung der Elektroden erfolgte nach folgendem Schema:
Elektrode V 1: parasternal rechts auf Hohe des vierten Intercostalraums, Elektrode
V 2: parasternal links auf Hohe des vierten Intercostalraums, Elektrode V 4: bildet
den Schnittpunkt aus der linken Medioclavikularlinie und dem flnften
Intercostalraum, V3: zwischen V2 und V4, Elektrode V5: an der vorderen
Axillarlinie links auf Hohe des fiinften Intercostalraums und schlie8lich Elektrode
V6: an der mittleren Axillarlinie links auf Hohe des fiinften Intercostalraums.

1.3.4.  Anlage der Schleusen

Bevor die Schleusen angelegt wurden, wurde sichergestellt, dass die
Fentanylverabreichung mittels Perfusor bereits fir mindestens 5 Minuten
gewahrleistet war. Zur Uberpriifung der Schmerzausschaltung wurde zusatzlich der
Zwischenzehenreflex mit einer Klemme tberprift. Sofern dieser positiv war, wurde
eine erneute Wartezeit von 5 Minuten eingerdumt und der Reflex erneut Uberpruft.
Erst wenn dieser negativ war, wurde mit dem Eingriff begonnen. AuBerdem wurde
vor Benutzung aller Schleusen und Katheter Uberprift, ob diese bereits mit
heparinisierter physiologischer Kochsalzldsung luftleer gespult worden waren und

dies gegebenenfalls nachgeholt (5000 IE unfraktioniertes Heparin in 500 ml 0,9%
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Kochsalzlésung). Um die korrekte Lokalisation fiir die Schnittstelle zu detektieren,
wurde der Musculus sternocleidomastoideus palpiert und die Region grof3zugig
gesdubert, sowie mit Alkohol desinfiziert. Im Anschluss wurde die Hautinzision
von ca. 4-5 cm Lange in der Medianen des Muskelfaserverlaufs horizontal mittels
elektrischen Kauters gesetzt. Um zuerst die Vena jugularis externa frei zu
praparieren, erwies es sich als hilfreich, den Muskel in Richtung medial zu schieben
und sich stumpf mit Hilfe einer Klemme oder den Fingern bis zur Einsicht des
Gefélles vorzuarbeiten, bis sie von der sie umgebenden Faszie befreit war. Das
Gewebe wurde vorsichtig seziert bis eine Einsicht auf die Adventitia der Vene
gegeben war und das Gefal} kranial mit einem chirurgischen Faden ligiert werden
konnte. Distal wurde das GefaR ebenfalls mit einem Faden umschlungen und von
einer Assistenz unter leichtem Ziehen angehoben, um einen moglichen Blutfluss zu
unterbinden. Mit Hilfe einer Irisschere wurde dann eine 2-3 mm grof3e Inzision
gesetzt und mittels Fiihrungsdraht die intravasale Einbringung Uberpruft. Sofern
diese widerstandlos verlief, wurde die ventse Katheterschleuse (9F) unter leichtem
Druck durch die Inzision in das Gefal eingefiihrt. Die Einflhrhilfe, sowie der
Fuhrungsdraht wurden entfernt, der chirurgische Faden festgezogen und an der
Schleusenhalterung fixiert. Im Anschluss wurde die intravaskulare Lage der

Schleuse mittels Aspiration tberprift und mit 0,9% NaCl nachgespiilt.

Zur  Einfuhrung  der arteriellen  Schleuse  wurde der  Musculus
sternocleidomastoideus nach lateral verschoben, um das Pulsieren der Arteria
carotis interna mit den Fingern palpieren zu kénnen. In der Medianen wurde die
Arterie vorsichtig stumpf freiprapariert mit besonderer Relevanz, den Nervus vagus
nicht zu verletzten. Hierbei konnte ein Wundspreizer zum Einsatz kommen, um die
tief liegende Arterie besser zu praparieren. Die arterielle Schleusenlegung (8F)
erfolgte analog zu der ventsen. Hier wurde ebenfalls die intravaskuldre Lage
mittels Aspiration Uberprift und nach erfolgter Blutprobe flr die Blutgasmessung
erfolgte eine Spiulung mittels 0,9% NaCl-Lésung. Erst nach erfolgreicher
Installation beider Schleusen erfolgte die prophylaktische Gabe von 5.000 IE
unfraktioniertem Heparin zur Vorbeugung von Thrombenbildung, welches
stindlich erneut appliziert wurde. Die Blutgasanalyse ermdglichte die Kontrolle der
Beatmungsparameter mit moglicher Anpassung in Folge. Des Weiteren wurde die
Konzentration des Kaliumgehalts im Blut Gberprift, um einer maoglichen

Elektrolytentgleisung mit resultierender Arrhythmie vorzubeugen. Bei Werten
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unter 3,7 mmol/l wurden 40 mmol/l K* Gber die Infusionslésung substituiert und
eine erneute Blutgasanalyse im Zeitraum von 20-30 min. zur Uberwachung

wiederholt.

1.3.5. Rechtsherzkatheteruntersuchung

Um die Druckbestimmung des Lungenkreislaufs zu ermdglichen, wurde ein Swan-
Ganz-Katheter Uber die vendse Schleuse in einen Endast der Pulmonalarterie
eingeschwemmt. Um dies ohne Komplikationen durchzufiihren, wurde der Ballon,
welcher an der Katheterspitze positioniert ist, aufgeblasen, was ein passives
Einschwemmen des Katheters mit dem Blutfluss begiinstigt. Die korrekte Lage in
der Arteria pulmonalis wurde mittels Rontgenkontrolle tberprift. Im insufflierten
Zustand wurde der sogenannte pulmonalarterielle Verschlussdruck gemessen
(PCWP), welcher einer indirekten, linksatrialen Druckmessung entspricht. Dies
lasst sich dadurch erklaren, dass vom linken Vorhof bis zum Druckabnehmer des
Katheters in der Pulmonalarterie eine stehende Flussigkeitssaule entsteht, sofern
die Mitralklappe gedffnet ist. Im Anschluss wurde die Luft im Ballon durch eine
sich am Katheter befindliche Spritze abgezogen, was die Bestimmung des
pulmonalarteriellen Drucks (PA) ermoglichte. Sofern diese Messung erfolgte,
wurde der Katheter vorsichtig und unter Uberwachung der Druckkurven zuerst in
den rechten Ventrikel (RV) und darauffolgend in den rechten Vorhof (RA)
zurlickgezogen, wobei die Messungen der Dricke Uber die Druckkurven am

Monitor erfasst wurden.

1.3.6. Messung der linksventrikularen Dricke (LVP und LVEDP)

Fur die Messungen der linksventrikuldren Drucke wurde in der Nahe des
Sinusknotens im hohen rechten Atrium ein Stimulationskatheter platziert. Des
Weiteren wurde ein Pigtailkatheter an das invasive Druckmesssystem
angeschlossen und Uber die Aortenklappe in den linken Ventrikel eingefiihrt. Nach
erfolgtem Nullabgleich und Spulen des Systems wurden die linksventrikuléren
Driicke sowohl im Ruhezustand (d.h. bei nicht stimulierter Herzfrequenz,
,baseline®) und unter elektrischer Stimulation bei 130/min. gemessen. Hierbei
wurden jeweils die Werte des linksventrikuldren systolischen Drucks (LVP), als

auch die Werte des linksventrikularen enddiastolischen Drucks (LVEDP) ermittelt.

1.3.7. Elektrophysiologische Untersuchung

Fir die Durchfiihrung der elektrophysiologischen Untersuchung wurde der bereits
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im hohen rechten Atrium platzierte Stimulationskatheter an seiner Position
belassen. Auch das bereits angeschlossene 12-Kanal-EKG wurde zur Bestimmung
der intrinsischen Zykluslange weiterverwandt. Diese entspricht dem PP-Intervall,
welcher die Zeit zwischen zwei atrialen Signalen darstellt. Um die Reizschwelle zu
bestimmen, stimulierte man um ca. 20 bpm schneller als die Ruheherzfrequenz und
reduzierte die Stimulationsspannung von Impuls zu Impuls. Dies wurde so lange
fortgefiihrt bis im EKG keine Depolarisation (d.h. induzierte P-Welle) mehr
erkenntlich war. Auf dieser Basis folgten diverse Stimulationstests, welche im
Folgenden beschrieben werden. Alle folgenden Untersuchungen wurden bei

doppelter Reizschwelle ausgefiihrt.

1.3.8. Sinusknotenerholungszeit (SNRT)

Die Sinusknotenerholungszeit definiert sich als jenes Intervall, welches zwischen
der letzten VVorhoferregung (induziert durch einen Stimulus) und der ersten, durch
den Sinusknoten autonom induzierten Depolarisation liegt. Um diese zu ermitteln,
wurde jeweils eine Stimulation von 30 Sekunden mit der Basiszykluslange von 500
ms, 450 ms, 400 ms, 350 ms und 300 ms durchgefihrt. Fir jede Basiszykluslange
wurde eine zweifache Messung durchgefuhrt und der jeweilige Mittelwert
bestimmt. Gemessen wurde die Dauer zwischen der letzten stimulationsinduzierten

P-Welle und der ersten vom Sinusknoten induzierten VVorhofdepolarisation.

1.3.9. Bestimmung des Wenckebach-Punkts (WP)

Als Wenckebach-Punkt wird die Stimulations-Zykluslédnge bezeichnet, bei welcher
erstmalig keine 1:1 AV-Uberleitung erfolgt. Dies wird durch den Ausfall des
Kammerkomplexes wahrend der Stimulation ersichtlich. Um diesen zu bestimmen,
wurde mit einer kontinuierlich schneller werdenden Stimulationsfrequenz

stimuliert.

1.3.10. Refraktarzeiten (AVERP und AERP)

Die atrioventrikulare Refraktarzeit (AVERP) ist das langste Intervall zweier
Impulse, bei welchem der zweite Impuls den Ventrikel nicht mehr erregt. Die
Bestimmung der effektiven Refraktarzeit des AV-Knotens ergibt sich durch die
Ankopplung eines verfriihten Extrastimulus an eine atrial stimulierte, festgelegte
Sequenz, welche aus sieben Basisschldagen bei entsprechend unterschiedlichen
Basiszyklusldngen besteht (500 ms, 450 ms, 400 ms, 350 ms und 300 ms). Das

Ausbleiben des QRS-Komplexes nach dem letzten atrialen Stimulus ist somit das
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Erkennungsmerkmal der effektiven Refraktarzeit des AV-Knotens. Somit
entspricht die Zykluslange des letzten vorzeitigen Stimulus, welcher noch eine
Erregung auslosen konnte, der effektiven Refraktarperiode. Die effektive atriale
Refraktérzeit (AERP) entspricht hingegen dem langsten Intervall zweier Impulse,

bei welchem der Zweite den VVorhof nicht mehr stimuliert.

1.3.11.  Burststimulation

In der Burststimulation wurde mittels 6-sekiindiger Stimuli von 1200 bpm versucht,
eine Arrhythmie auszulésen. Diese Impulse erfolgten rapide aufeinander folgend
mittels Stimulationskatheter im hohen rechten Atrium. Die Stimulation erfolgte
zehn Mal bei zweifacher Reizschwelle und zehn Mal bei vierfacher Reizschwelle.
Als Erholungsintervall zwischen den Stimulationen galt eine Periode von 30
Sekunden. Sofern die Ausldsung von Vorhofflimmern erfolgreich stattgefunden
hatte, wurde diese bis zu 30 Minuten beobachtet, um eine eventuelle spontane
Konversion in den Sinusrhythmus zu ermoéglichen. Falls diese nicht erfolgte, wurde
das, als persistierendes Vorhofflimmern interpretierte Geschehen, mittels externen

Defibrillators in den Sinusrhythmus kardiovertiert (200 Joule, synchronisiert).

1.3.12. Herzentnahme

Nach abgeschlossener Untersuchung der Tiere erfolgte eine zusétzliche Bolusgabe
Fentanyl (0,05-0,1 mg/kg i.v.) mit einer darauffolgenden Wartezeit von mindestens
10 Minuten. Vor der Thorakotomie wurde der Zwischenzehenreflex mit einer
Klemme uberpruft und erst sofern dieser ausblieb, erfolgte die Thorakothomie.
Nachdem das Herz vom Perikard freigelegt wurde, wurde das Tier durch die
Durchtrennung der Vena cava caudalis sofort entblutet. Nach der Herzentnahme
wurden Gewebeproben aus sechs verschiedenen Herzregionen entnommen und fur
anschlieBende histologische und molekularbiologische Untersuchungen asserviert.
Die Asservierung erfolgte in Histosetten, welche fir ca. 24 h in 4% Formalinlésung
gelagert wurden, bis sie anschliefend in 70% Ethanol bei Raumtemperatur
umgelagert wurden. Ebenfalls wurde fir die Anfertigung von Kryostatschnitten das
Gewebe mit wasserltslichen Einbettmedium in Kryoeinbettformen auf Trockeneis
gelagert, bis diese bei -80 °C asserviert wurden. Fir molekularbiologische
Untersuchung wurde das Gewebe in Kryoréhrchen gegeben und in Flussigstickstoff

versenkt, bis diese ebenfalls bei -80 °C asserviert wurden.
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2. In vitro
2.1. Materialien

2.1.1. Gerate

Acculet Pipette Brand, Wertheim

C1000 Touch Thermal Cycler, Bio-Rad, Miinchen

COP 30 Cooling Plate, Medite GmbH, Burgdorf

CryoCube F740hi, -80°C-Gefrierschrank, Eppendorf Deutschland GmbH,

Hamburg

CryoStar™ NX70 Kryostat, Thermo-Fisher, Minchen

Cryovial sterile 2ml, Simport, Bernard-Pilon, Quebec, Canada

Digitales Forschungsmikroskop DM6 B, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Eismaschine Ziegra, Isernhagen

FX96 Touch Real-Time PCR Detection System, Bio-Rad, Miinchen

Gelrunner Power Pac 3000, Bio-Rad, Miinchen

Gelviewer GelDoc 2000, Bio-Rad, Miinchen

Kihlschrank KT1530, Liebherr-International Deutschland GmbH, Ulm

Magnetrihrer IKAMAG-REO, IKA Labortechnik, Staufen

Mikrotom Microm HM 340E, Microm International GmbH, Neuss

Milli-Q Lab Water Advantage 10, Merck Chemicals, Darmstadt

Mini Rocker-Shaker PMR-30, Grant Instruments Ltd, Cambridge, UK

MiniSpin plus, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

NanoDropTM 2000 Photometer, Thermo Fisher Scientific, Miinchen

Paraffin-Streckbad 1052 GFL, Gesellschaft fur Labortechnik mbH, Burgwedel

pH-Meter pH538, Sigma-Aldrich Corp., Burlington, Vermont, USA
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Préazisionswaage EWJ, Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommen

Shandon Citadel 1000 Tissue Processor, Thermo Fisher Scientific GmbH,
Waltham, Massechusetts, USA

Sterilbank Hera Safe, Heraeus Instruments, Hanau

Tissue-Tek TEC 5 Embedding Console, Sakura Finetek Europe B.V., Alphen aan

den Rijn, Niederlande

Vortexgenie 2, Scientific industries, New York, USA

Waage Pioneer PA114C Ohaus, Pine Brook, Parsippany, New Jersey, USA

Zentrifuge 5430R, Eppendorf, Wesseling-Berzdor

2.1.2. cDNAund gPCR

10 mM dNTP Mix, PCR grade, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA

iTag Universal SYBR® Green Supermix, Applied Biosystems, Darmstadt

Random Hexamers, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

RNaseOUTTM Ribonuclease Inhibitor, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA

SuperScript IV Reverse Transcriptase, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA

2.1.3. Chemikalien

Biozym LE Agarose, Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf

Borsédure >99,8%, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Bovine Serum Albumin (A2153), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Darmstaft

Chloroform >99%, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Darmstadt
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DAPI, Hoechst 33342, Trihydrochloride (H3570), Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific GmbH, Carlsbad, California, USA

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (D1408), Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Darmstadt

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Emprove ® essential 2-Propanol 1L, Merck Millipore, Darmstadt

Ethanol absolut, vergéllt, 5 Liter, CLN Chemikalien und Laborbedarf
GmbH,Langenbach

Ethanol 96%, vergallt, CLN Chemikalien und Laborbedarf GmbH, Langenbach

Ethanol 70%, vergallt, CLN Chemikalien und Laborbedarf GmbH, Langenbach

Fluorescence Mounting Medium (S3023), Dako North America, Inc., USA

Formaldehyd-L6dsung 4% neutralgepuffert, Mikrocos GmbH, Garching

GeneRuler 50 bp DANN Ladder, Thermo Fisher ScientificWaltham,
Massachusetts, USA

Goldner Losung I, 500 ml, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Goldner Losung 11, 500 ml, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Goldner Loésung 11, 500 ml, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Hé&matoxylinlésung A nach Weigert, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Hé&matoxylinlésung B nach Weigert, Carl Roth GmbH + Co. KG,Karlsruhe

Normal Goat Serum (S26), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Darmstadt

Pertex, Medite GmbH, Burgdorf

RNAse-free water 50 ml, Qiagen GmbH,Venlo, Niederlande

Sodium citrate tribasic dihydrate (C8532), Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Darmstadt

Sybr®Safe DNA gel stain, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
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TRIS Pufferan® >99,9%, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Tri-Sodium citrate dihydrate, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Darmstadt

Triton-X100 (T8787), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Darmstadt

TRIzol™ Reagenz, Invitrogen™, Thermo Scientific GmbH, Waltham,
Massachusetts, USA

TWEEN 20(P2287), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Darmstadt

Xylol p.A., 2,5 Liter, Glasflasche, CLN Chemikalien und Laborbedarf GmbH,

Langenbach

2.1.4.  Antikorper

2.1.4.1. Primare Antikorper

Anti-o-Actinin Antibody (A7811), Sigma-Aldrich, Darmstadt

Anti-active YAP1 antibody [EPR19812] (ab205270), Cambridge, UK

Vimentin polyclonal Antibody, (PA1-10003), Invitrogen™, Thermo Scientific
GmbH, Waltham, Massachusetts, USA

2.1.4.1.1. Sekundare Antikdrper

Anti-mouse 1gG (H+L), F(ab)2 Fragment (Alexa Fluor® 488 Conjugate)
(4408S), Cell Signalling Technology Europe B.V., Danvers, Massechusetts,
USA

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Highly Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa
Fluor 647, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific GmbH, Waltham,
Massachusetts, USA

Goat anti-Chicken IgY (H+L) Cross- Adsorbed Secondary Antibody, Alexa
Fluor™ Plus 555(A32932) Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific GmbH,
Walham, Massachusetts, USA
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2.1.5. Sonstiges

Xylol p.A., 2,5 Liter, Glasflasche, CLN Chemikalien und Laborbedarf GmbH,

Langenbach

Farbekasten ROTILABO, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Féarbekammer StainTray, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Gelkammer Bio-Rad, Minchen

London Pinzette, angled, serrated, 16 cm, Fine Science Tools GmbH, Heidelberg

Mikrotom Einmalklingen C35, PFM medical AG, Kdln

Objekttragerhalter ROTILABO, Carl Roth GmbH + Co. KG,

KarlsruheDeutschland

Objekttrager Super Frost Plus, 75 x 25 mm, Wagner & Munz GmbH,

Deutschland

Pinsel Rotmader Gr. 4, Wagner & Munz GmbH, Miinchen

Pipetten Eppendorf Research Plus, verschiedene Volumina, Eppendorf
Deutschland GmbH, Hamburg

Pipettenspitzen epT.l.P.S., verschiedene Volumina, Eppendorf Deutschland
GmbH, Hamburg

Praparatemappen mit Klappdeckel fur 24 OT, Carl Roth GmbH + Co.
KG,Karlsruhe

Super PAP Pen Liquid Blocker, Science Services, Munchen

2.1.6.  Zubereitete Losungen

2.1.6.1. Wasch- Losung

1xPBS 1000 ml

Tween 20 1ml

BSA 59
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2.1.6.2. Blocking- Lésung
Waschpuffer (s.0.) 4,5 ml
100% Goat Serum 0,5ml
2.1.6.3. Elektrophoresegel
Tris-Borat-EDTA (TBE) Puffer (1x) | 100 ml
Agarose 39
Sybr®Safe DNA gel stain 10 pl

2.1.6.4. Oligonukleotidprimer fir RT-gPCR

ACTB Forward Primer

TCTGGCACCACACCTTCT

ACTB Reverse Primer

TGATCTGGGTCATCTTCTCAC

Y AP Forward Primer

AACACTGGAGCAGGATGGCG

Y AP Reverse Primer

CTGGGGTTCGAGGGACACTG

AREG Pig,
qSscCID0012065)

PrimePCR SYBRGreen® Assay Bio-Rad (Assay ID:

TGFR-1 Forward Primer

CTGGAAAGCGGCAACCAAAT

TGFR-1 Reverse Primer

GCTCTGCCCGAGAGAGCAATA

SMAD-3 Forward Primer CCGATCGTGAAACGCCTGCT
SMAD-3 Reverse Primer ACTCTTGACCGCCTTCTCGC
COL1A1 Forward Primer ACCTCAAGATGTGCCACTCC
COL1A1 Reverse Primer CCTGTCTCCATGTTGCAGAA
FN-1 Forward Primer TTCATGTCATCCCGTGGGCA
FN-1 Reverse Primer GACCCGTCAAGGTGGCACTA

MMP2 Forward Primer

CTTTGATGGCAAGGACGGGC
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MMP2 Reverse Primer TCACACGCACCACTTGTCCT
CCN2 Forward Primer GTCAGGCCTTGTGAAGCTGA
CCN2 Reverse Primer GCCCGGTATGTCTTCACACT
PAI-1 Forward Primer TGCTGTGTGTGAGCAGTGGA
PAI-1 Reverse Primer TGGTCTGCATGCCGTAACCT
MIF Forward Primer CGCAGAACCGTTCCTACAGC
MIF Reverse Primer CAGGCCGAGAGCAAAGGAGT
CCL2 Forward Primer TTCTGCACCCAGGTCCTTGC
CCL2 Reverse Primer CAGATCTCCTTGCCCGCGAT

2.1.6.5. Software
EndNote 20.0.1, Clarivate Analytics Deutschland GmbH

Fiji ImageJ-win64, Wayne Rasband and contributors, nat. Institutes of Health,
USA

GraphPad Prism Version 9.2.0.322, GraphPad Software Inc. La Jolla, USA

Micorsoft Office Professional Plus 2019, Redmond, Wahingston, USA

SlideViewer 2.60 3D Histech, | Itd; Budapest, Ungarn

QuPath 0.3.2., The Queen's University of Belfast, Northern Ireland & The
University of Edinburgh

2.2. Methoden
2.2.1. Histologie

2.2.1.1. Masson-Goldner-Trichrom Farbung
Wie zuvor beschrieben erfolgte nach der Herzentnahme die Probenentnahme, sowie
ihre Prozessierung und Asservierung aus sechs verschiedenen Herzregionen, dem

linken und rechten Atrium, dem linken und rechten Herzohr und dem linken und
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rechten Ventrikel. Jene Proben wurden zur Weiterverarbeitung und Aufbereitung
in Histosetten gegeben und vorerst fir 24 h in 4% Formalinldsung bei
Raumtemperatur fixiert, bis sie daraufhin in 70% Ethanol asserviert wurden. Mit
Hilfe eines Karussell-Gewebe-Einbett-Automaten erfolgte die Entwasserung der
Gewebeproben, welche durch eine aufsteigende Alkoholreihe, sowie der
Durchmischung mit Xylol durchgefihrt wurde. Um das Gewebe fur die
Weiterverarbeitung in Blocke spannen zu kénnen, wurden die Gewebeproben in
Paraffin gegossen, anschlielend gekihlt und trocken gelagert. Fir die Verarbeitung
der Paraffinblocke zu histologischen Schnitten, wurden diese zuerst auf einer
Kihlplatte gekihlt und daraufhin in das Mikrotom eingespannt, wo sie bei 4,5 um
Dicke geschnitten wurden. Diese Schnitte wurden vorsichtig auf die Oberflache
eines ca. 35-40 °C warmen Wasserbades gebettet, auf glaserne Objekttrager
Ubertragen und anschlieBend getrocknet. Als geeignete Methode fir die
Quantifizierung der interstitiellen Fibrose wurde die Farbung nach Masson-
Goldner-Trichrom gewahlt und die entsprechenden sechs Herzregionen nach
diesem Schema histologisch verarbeitet. Hierfur wurden jeweils zw6If Objekttrager
in einer Objekttragerhalterung fixiert und die bendétigten Chemikalien in dafiir
vorgesehene Farbekammern gefullt. Der erste Schritt der Entparaffinierung wurde

folgendermal3en durchgefihrt:

1. Xylol 1 10 Minuten
2. Xylol 2 10 Minuten
3. Ethanol (100%) 1 5 Minuten
4. Ethanol (100%) 2 5 Minuten
Ethanol (96%) 5 Minuten
6. Ethanol (70%) 5 Minuten
7. Destilliertes Wasser 5 Minuten

Im Anschluss erfolgte die Masson-Goldner-Trichrom-Farbung nach dem folgenden

angefertigten Protokoll:

1. Eisenhdmatoxylin 3 Minuten
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2. Bléauen in Leitungswasser 15 Minuten
3. Goldner Losung | 9 Minuten

4. Waschen in 1% Essigsaure 30 Sekunden
5. Goldner Losung 11 4 Minuten

6. Waschen in 1% Essigsaure 30 Sekunden
7. Goldner Losung 11 4 Minuten
Waschen in 1% Essigsaure 3 Minuten

Der erste Schritt stellte eine dreiminiitige Farbung in Weigerts Eisenhdmatoxylin
(1:1 Gemisch aus der jeweiligen Losung A & B). Daraufhin wurden die
Objekttrager 15 Minuten mit Leitungswasser bewassert. Es folgte die neunminditige
Farbung mit Goldner-Lésung 1 (Ponceau-Saurefuchsin) mit einem anschlieRenden
Waschschritt in einprozentiger Essigsaure fir ca. 30 Sekunden. Im Anschluss
wurden die Objekttrager fur ca. 4 Minuten in der Goldner Ldsung Il
(Phosphorwolframsdure-Orange G) inkubiert, woraufhin ebenfalls ein 30-
sekundiger Waschschritt mit einprozentiger Essigsaure folgte. Im letzten Schritt
wurden die Proben in die Goldner-Ldsung Il (Lichtgrin SF) tibertragen und nach 4
Minuten Inkubation fir 3 Minuten auf einem Mini Rocker Shaker in einprozentiger
Essigsdure gewaschen. Nach Beendigung der Farbungsreine wurden die
histologischen Schnitte durch folgende Riickreihe dehydriert:

1. Destilliertes Wasser 10 x tunken
2. Ethanol (70%) 10 x tunken
3. Ethanol (96%) 10 x tunken
4. Ethanol (100%) 2 10 x tunken
5: Ethanol (100) 1 10 x tunken
6. Xylol 2 5 Minuten

7. Xylol 1 5 Minuten
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Zur Fertigstellung der histologischen Préparate wurden die Proben aus den
Probenhaltern genommen, mit einem Mounting Medium und einem Deckglas

versehen und uber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.

2.2.1.2. Immunfluoreszenzfarbung

Ebenfalls wurden bei der Herzentnahme ca. 1,5 cm grolRe Gewebestiicke in
Einbettschalchen verbracht und mit Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound bedeckt,
um Gefrierschdden vorzubeugen. Im Anschluss wurden diese auf Trockeneis
gelagert und in einem -80°C-Gefrierschrank asserviert. Diese Proben wurden fur
die Immunfluoreszenzfarbung mit Hilfe eines Kryostats bei ca. -18°C in ca. 12 um
dunne Scheiben geschnitten, vorsichtig auf glaserne Objekttrager Ubertragen und in
einer Dunkelfarbekammer gelagert. Hier wurden die Gewebeschnitte mit einem
Liquid-Blocker-Pen  kreisrund umzogen und anschlieBend mit einer
vierprozentigen Formaldehydlésung fir 20 Minuten bei Raumtemperatur fixiert.
Daraufhin wurden die Gewebeschnitte insgesamt zwei Mal mit der angefertigten
Waschlosung fur jeweils 5 Minuten mit Hilfe eines Mini Rocker Shakers
gewaschen. Fur die Permeabilisierung der Schnitte wurde ein Gemisch aus Triton
X-100 0,5 % und 1x PBS (Phosphat gepufferte Salzlosung) fur 10 Minuten auf die

Objekttrager aufgetragen und im Anschluss dreimal erneut mit 1x PBS gewaschen.

1. Wasch-L6sung 5 Minuten
2. Wasch-L6sung 5 Minuten
3. Triton X-100 in 1x PBS 10 Minuten
4. Waschen in 1x PBS 10 Minuten
5. Waschen in 1x PBS 5 Minuten
6. Waschen in 1x PBS 5 Minuten

Im Anschluss wurden die Gewebeschnitte mit der Block-Ldsung flr eine Stunde
geblockt, wobei ein Ziegenserum verwendet wurde. Daraufhin wurde die noch
vorhandene Flussigkeit vorsichtig abgeklopft und eine entsprechende

Konzentration aus Blocking-Lésung und den primdaren Antikérpern fir Anti-a-
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Actinin (1:200), Anti-Yap-1: (1:200) und Vimentin (1:300) verwendet. Hierbei
wurden ca. 50 pl pro Gewebeschnitt aufgetragen, wobei gegebenenfalls noch
einmal der Rand mit dem Liquid-Blocker-Pen umkreist wurde. Die Inkubation der
priméren Antikorper erfolgte tber Nacht bei ca. 4°C. Am darauffolgenden Tag
wurden die Objekttrager dreimal mit der Wasch-Losung gewaschen und die
angefallene (berschissige Flussigkeit durch vorsichtiges Abklopfen auf ein
saugstarkes Tuch entfernt. Im Anschluss wurden die sekundaren Antikorper Goat
anti-mouse Alexa fluor 488 (1:300), Goat anti-rabbit Alexa Fluor 647 (1:300) und
Goat anti-chicken Alexa fluor 555 (1:500) auf die Objekttrager aufgetragen und fur
eine Stunde inkubiert. Da diese Durchfiihrung eine lichtarme Umgebung erfordert,
wurde die Inkubation in einer lichtundurchlassigen Farbekammer vollzogen. Um
eine Schédigung der Farbungen zu vermeiden, wurde deshalb ab diesem Zeitpunkt
eine lichtarme Arbeit vollzogen. Um die Zellkerne darzustellen, erfolgte die
Anfarbung mittels DAPI (1:1000). Daraufhin wurde erneut ein dreimaliger
Waschschritt vollzogen, bevor die somit entstandenen Objekttrdger mit einem
Tropfen Flourescence Mounting Medium betraufelt und mit einem Deckglas

versiegelt wurden. Die Lagerung erfolgte in Dunkelheit bei ca. 4°C.

1. Blocking-L&sung 60 Minuten
2. Auftragen der primaren Antikorper Uber Nacht
3. Wasch-Ldsung 1 5 Minuten
4. Waschpuffer-Losung 2 5 Minuten
5: Wasch-Ldsung 3 5 Minuten
6. Auftragen der sekundéren Antikorper 60 Minuten
7. Auftragen von DAPI 10 Minuten
8. Wasch-Losung 1 5 Minuten
9. Wasch-Lo6sung 2 5 Minuten

10. Wasch-L6sung 3 5 Minuten
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2.2.1.3. Mikroskopie

Die Bildgewinnung beider Farbungen erfolgte durch das Leica DM6 B Mikroskop.
Fur die Auswertung der Masson-Trichrom-Farbungen erfolgte eine
Ubersichtsaufnahme in 5-facher VergroRerung, sowie die Gewinnung von jeweils
10 reprasentativen und nicht-Oberlappenden Gesichtsfeldern in 40-facher
VergroRerung pro Region (LV, LAFW, LAA, RV, RAFW, RAA) und Tier mit
anschlieBender digitaler Speicherung. Die Auswertung der entstandenen
Brightfield-Bilder erfolgte verblindet mittels QuPath 0.3.2.-Software. Die
Fibroseareale wurden fiir den Messvorgang markiert und als relativer Anteil an der
Gesamtpixelzahl des jeweiligen Bildes prozentual angegeben. Gefalie,
perivaskuléres Gewebe und Risse im Gewebe wurden von der Gesamtpixelzahl
abgezogen und somit nicht bewertet. Die entstandenen Werte wurden in einer
Excel-Tabelle zusammengefasst und im Anschluss die jeweiligen Mittelwerte mit
der  Standardabweichung  berechnet. Fur  die  Auswertung  der
Immunfloureszenzfarbung wurden 5 représentative Gesichtsfelder pro Region (LV,
LAFW, RV, RAFW) und Tier bei ebenfalls 40-facher VVergroRerung generiert und
digital gespeichert. Im Anschluss wurde die Gesamtzahl aller vorhandenen
Zellkerne, welche durch DAPI angefarbt wurden, mittels QuPath-Software gezahlt.
Nachdem die Bilder mit der Fiji ImageJ-win64- Software zusammengefiigt und
bearbeitet wurden, erfolgte die Differenzierung jener Zellkerne, welche weder als
Fibroblasten noch als Kardiomyozyten gewertet werden konnten. Diese wurden
von der Gesamtzellkernzahl abgezogen. Im Anschluss erfolgte die Auszahlung aller
Fibroblastenzellkerne, welche von der Gesamtzellkernzahl abgezogen wurden und
somit die Anzahl der Kardiomyozytenzellkerne ergab. Daraufhin wurden alle
Zellkerne gezéhlt, welche eine rote Anfarbung im Zellkern aufwiesen und somit als
intranukledres YAP gewertet wurden. Hierbei wurde differenziert, ob es sich um
Fibroblasten- oder Kardiomyozytenzellkerne handelte. In einer tabellarischen
Excel-Darstellung wurde die Anzahl der YAP-positiven Zellkerne des
entsprechenden Zelltyps mit der Anzahl der Gesamtzellkernzahl des jeweiligen
Zelltyps in ein Verhéltnis gebracht und prozentual dargestellt. Ein Mittelwert,

sowie die Standardabweichung der entstandenen Bilder wurde hiermit errechnet.
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2.2.2. Genexpressionsanalyse

2.2.2.1. RNA-Isolation

Bei der Herzentnahme wurde fur die Weiterverarbeitung der Proben sowohl aus
den Ventrikeln, als auch aus den Atrien Gewebe in Kryotubes verbracht und in
Stickstoff schockgefroren. Diese Proben wurden bei —80°C asserviert und in diesem
Fall fur die Isolation der RNA verwendet. Hierfiir wurde das gefrorene Gewebe fest
mit Alufolie umschlossen und wiederholt in Flissigstickstoff getaucht. Um ein ca.
50-100 mg schweres Gewebestiick zu erhalten, diente ein Hammer zur
Zerkleinerung. Dieses gefrorene Probenstiick wurde vorsichtig grobpulvrig
zerschlagen und im Anschluss in ein Reaktionsgefa mit einem Milliliter Trizol
gegeben. Im Anschluss wurde es leicht geschwenkt und inkubierte fur ca. 5
Minuten bei Raumtemperatur. Diesem Schritt folgte die Zugabe von 0,2 ml
Chloroform, wodurch sich das Gemisch unter leichtem Schwenken zu einer
homogenen Flissigkeit von rosa Farbe entwickelte und erneut fir 3 Minuten
inkubiert wurde. Danach wurden die Proben fiir 15 Minuten bei 12.000 x g und 4°C
zentrifugiert. Die entstandene flussige Phase der jeweiligen Probe wurde in ein
neues Probengefal pipettiert und 0,5 ml Isopropanol hinzugefiigt. Nach einer
Inkubationszeit von 10 Minuten wurde das Reaktionsgemisch erneut bei 12.000 x
g fir 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Daraufhin wurde der Uberstand abpipettiert
und das Pellet in 1 ml 75%-Ethanol resuspendiert. Es folgte eine erneute
Zentrifugation bei 7.500 x g fiir 5 Minuten bei 4°C. Nachdem der Uberstand
entnommen wurde, trocknete das RNA-Pellet fir finf bis zehn Minuten bei
Raumtemperatur. Im letzten Schritt wurde das entstandene RNA-Pellet mit 50 pl
RNase-freiem Wasser resuspendiert und fiir ca. 15 Minuten bei 56°C inkubiert.
Mittels NanoDrop™ wurde das Verhéltnis der optischen Dichte 260/280 nm
photometrisch bestimmt, wobei ein Qualitatsrichtwert von > 1,6 galt. Die isolierte
RNA wurde auf 100 ng/pl verdinnt und die Proben bei -80°C asserviert.

2.2.2.2. Synthese der cDNA

Um aus der zuvor gewonnenen RNA die entsprechende cDNA zu synthetisieren,
wurde das SuperScript IV Reverse Transcriptase Kit von Thermo Fisher Scientific
verwendet. Das Gesamtvolumen des Ansatzes betrug 20 pl und wurde

folgendermalien pipettiert:
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50 pl Random Hexamers 1l
10nM dNTP Mix 1ul
DNase-freies Wasser 1pl
RNA-Template (50 ng/ pl) 10 pl

Durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren wurde der Ansatz vermischt und kurz
zentrifugiert. Im Anschluss wurde das Gemisch fir funf Minuten bei 65°C erhitzt
und darauffolgend eine Minute lang auf Eis inkubiert. Vor der Nutzung des 5 X
SSIV Puffers wurde dieser kurz zentrifugiert und mit folgenden Reagenzien in

einem neuen Probengefal zusammengefugt:

5 x SSIV Puffer 4ul
100 mM DTT 1pl
Recombinant RNase Inhibitor 1pl
SuperScript™ |V Reverse Transcriptase 1l

Das Probengefall wurde im Anschluss erneut zentrifugiert und dem RNA-Ansatz
beigefigt. Die Transkription im Thermocycler wurde nach einem vorgeschriebenen
Programm durchgefihrt. Hierbei wurde die Probe fur 10 Minuten bei 23°C, danach
fir 10 Minuten bei 55°C und zuletzt bei 80°C inkubiert. Die Lagerung der
entstandenen cDNA erfolgte bei -80°C.

2.2.2.3. Primertest

Die ausgewdhlten Primer wurden unter Nutzung des Primer-BLAST Onlinetools
designt (Ye et al., 2012). Zur Testung erfolgte zuerst eine Temperaturgradienten-
PCR mit SYBRGreen®. Fir jedes Primerpaar wurde folgender Mastermix

zubereitet:

1x

iTag Universal SYBRGreen® Supermix 5ul

Forward Primer (10 puM) 1l




I11. Tiere, Material und Methoden 71

Reverse Primer (10 uM) 1l
RNase-freies Wasser 2 ul
cDNA-Template (50 ng/ul) 1ul/Well
Gesamt 10ul

Zur Anfertigung des Mastermixes wurden zunéchst die benétigten Komponenten
auf Eis gelagert und langsam aufgetaut, wobei die Weiterverarbeitung unter stetiger
Kihlung stattfand. Der Mastermix jedes Primerpaares wurde mit einer Test-cDNA
jeweils vertikal in eine Spalte der 96-Well Platte pipettiert, mit Ausnahme der ersten
Zeile, welche die NoTemplate-Kontrolle darstellte. Die Platte wurde mit Folie
versiegelt und kurz zentrifugiert. Die Proben wurden am Thermocycler von Bio-

Rad in folgendem Programm verarbeitet:

1. Polymerasenaktivierung® 95 °C

2. DNA- Denauturierung ¢ 95°C * 2 Min.

3. Gradient * 55-65°C * 15 Sek. — 40 Zyklen
4. Schmelzkurvenanalyse * 65-95°C  « [ Min.

Erhéhung der Temperatur um 0,5 fiir fiinf Sekunden pro Schritt

Vor Anfertigung des Gels, wurde die Platte erneut zentrifugiert und die Proben in
den Wells mit jeweils 2 pl 6x Loading Dye vermischt. Im Anschluss wurde ein
PCR-DNA-Ladder hergestellt, durch dessen Auftragen die Fragmentlangen der

PCR-Produkte bestimmt werden konnten.

1x
Ladder 50 bp 2 ul
6x Loading Dye 3ul
DNase-freies Wasser 1l

Der DNA-Ladder wurde zusammen mit den Produkten aus den Wells auf das
Agarosegel aufgetragen und fir 60 Minuten bei 120 V aufgetrennt. Das
durchgelaufene Gel wurde im Anschluss unter UV-Licht positioniert und

fotografiert. Somit konnte die Bandenhdhe mit der zu erwartenden Amplikonlange
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des Primerpaares verglichen werden. Auch die Gestalt der Banden wurde zur

Qualitatssicherung bertcksichtigt und Paare mit Doppelbanden aus der Auswahl

ausgeschlossen. Im Anschluss wurde fiir die gewahlten Primerpaare anhand der

Schmelzkurve die optimale Annealing-Temperatur identifiziert. Zur weiteren

Uberprifung der Primerpaare wurde eine cDNA-Standard-Verdiinnungsreihe in
acht Stufen mit jeweils einer aus LV, LAFW, RV oder RAFW isolierten cDNA NA

vorbereitet.

Standard 1 25 ng/ul

Standard 2 12,5 ng/pl
Standard 3 6,25 ng/ul
Standard 4 3,12 ng/pul
Standard 5 1,56 ng/pl
Standard 6 0,78 ng/ul
Standard 7 0,38 ng/pul
Standard 8 0,16 ng/ul

AnschlieRend wurde die qPCR in einer 96-Well-Platte in Triplikaten nach dem

folgenden Ansatz pipettiert:

1x
iTag Universal SYBRGreen® Supermix 5ul
Forward Primer (10 puM) 1l
Reverse Primer (10 uM) 1l
RNase-freies Wasser 2 ul
cDNA Template (50 ng/pl) 1ul/Well
Gesamt 10ul

Nach Fertigstellung wurde die Platte mit einer Folie versiegelt und zentrifugiert.

Das Programm des Thermocycler wurde wie folgt eingestellt:
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1. Polymerasenaktivierung® 95 °C

2. DNA- Denauturierung ¢ 95 °C * 2 Min.

3. Annealing * 59-64°C 15 Sek. — 40 Zyklen
4. Schmelzkurvenanalyse * 65-95°C  « 1 Min.

Erhéhung der Temperatur um 0,5 fiir fiinf Sekunden pro Schritt

Anhand der Temperaturgradienten wurde die geeignete Annealing-Temperatur der
Primerpaare eingestellt. Bei einer optimalen gPCR-Reaktion ist in der
Schmelzkurve nur ein deutlicher Peak ersichtlich. Durch dieses Merkmal lie3en
sich spezifische PCR-Produkte von anderen Produkten wie zum Beispiel Primer-
Dimeren unterscheiden, welche fiir gewohnlich einen niedrigeren Schmelzpunkt
aufweisen. Fur unspezifische Amplifikationen kdnnen die Schmelzpunkte hingegen
unter- oder oberhalb des Peaks liegen. Eine sich aus der Standardreihe ergebende
Effizienz von 90-115%, einem Bestimmtheitsmall von >90%, sowie eine positive
Analyse der Schmelzkurve und einem passenden Fragment in der Elektrophorese
wurde als hinreichender Beweis fir die Funktionalitat eines Primerpaares gewertet.

2.2.2.4. Realtime gPCR

Die quantitative Realtime-PCR der Zielgene erfolgte ebenfalls mittels
SYBRGreen® von Bio-Rad. SYBRGreen® ist ein Cyanidfarbstoff, welcher an
doppelstrangige DNA bindet. Bei Komplexbildung emittiert er ein griines Licht von
521 nm Wellenléange. Nach jedem Zyklus der PCR wird die Emission des griinen
Lichts direkt proportional zur synthetisierten Menge der DNA gesteigert und
gemessen. Der Mastermix von Bio-Rad beinhaltet ebenfalls eine Tag-Polymerase
mit 5°‘—3°-Polymeraseaktivitét, sowie alle erforderlichen Puffer, Stabilisatoren und
gPCR geeignete dNTPs. Unter sterilen Bedingungen wurden Triplikate in eine 96-
Well- Platte pipettiert, was folgendermalen fir die g°PCR durchgefuhrt wurde:

1x 100x
iTag Universal SYBRGreen® Supermix 5ul 500 pl
Forward Primer (10 uM) 1l 100 pl
Reverse Primer (10 uM) 1l 100 pl
RNase-freies Wasser 2 ul 200 pl




I11. Tiere, Material und Methoden 74

cDNA Template (50 ng/l) ‘ 1ul/Well ‘ 100 pl

Gesamt ‘ 10pl

Nach Fertigstellung wurde die Platte versiegelt und kurz zentrifugiert. Das
Programm des Real-Time Thermocyclers wurde wie folgt eingestellt:

1. Polymerasenaktivierung® 95 °C

2. DNA- Denauturierung ¢ 95 °C * 2 Min.

3. Annealing/Plate Read + Ideal°C * 15 Sek. — 40 Zyklen
4. Schmelzkurvenanalyse * 65-95°C  « 1 Min.

Erhéhung der Temperatur um 0,5 fiir fiinf Sekunden pro Schritt

Die Ergebnisse der NoTemplate-Kontrollen waren fir die untersuchten Proben und
das das Housekeeping-Gen negativ. Die relative Quantifizierung mittels AACt-
Methode wurde als Quantifizierungsmethode verwendet. Hierbei wird die
Expression der Zielgene mit der Expression eines nicht regulierten Housekeeping-
Gens normalisiert (Rasmussen, 2001). Somit entstent ein Bezug aus der
Genexpression des Zielgens auf ein ubiquitdr und homogen exprimiertes Gen. In
dieser Arbeit wurde die Expression der Zielgene auf die Expression von Beta-Aktin
(ACTB) angewandt. Dieses kodiert fur eines der 6 Aktinformen und gilt als
etabliertes Housekeeping-Gen (Nygard et al., 2007). Fir die Berechnung der
Expressionsunterschiede wurde fir jede Probe der Ct-Wert (Cycle Threshold) von
ACTB vom Ct-Wert des Zielgens abgezogen (ACt = Ct Zielgen — Ct ACTB).
Daraufhin wurde der ACt-Wert aus der Kontrollgruppe vom ACt-Wert aus der
Diabetesgruppe (INS®®*Y) bzw. der ACt-Wert aus der Diabetesgruppe (INSC%Y)
vom ACt-Wert aus der Diabetesgruppe mit Dapagliflozin-Therapie (INSC94Y*Dapd)
subtrahiert (AACt=ACt INS®®*Y — ACt Kontrolle; bzw. AACt=ACt INSCo4Y*Dara _
ACt INS®¥Y), Der relative Expressionsunterschied (Ratio) einer Probe zwischen
der Diabetesgruppe und der Kontrolle, bzw. zwischen der Diabetesgruppe ohne und
mit Therapie, normalisiert zum Housekeeping-Gen, bezogen auf eine
Standardprobe, woraus sich die arithmetischen Formel 274t ergibt (Livak et al.,
2001).

Zur Qualitatssicherung sollte beachtet werden, dass der Cq Standard Deviation-
Wert der Triplikate bei < 0,5 liegt.
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2.2.2.5. Statistik

Fur die grafische Prasentation wurde der Mittelwert £ Standardfehler (SEM)
verwendet. Die Standardabweichung der Stichprobe wird hierfur durch die Wurzel
der Stichprobengrofie n geteilt. Die Berechnung erfolgte durch GraphPad Prism
Version 8.0.1 und Microsoft Excel. Zum Vergleich zweier unpaarer Gruppen wurde
der Mann-Whitney-Test und fur den Vergleich zweier kategorialer Variablen der
Chi-Square-Test angewandt. Die Korrelationsanalyse basierte auf Bestimmung des
Bravais-Pearson’schen Korrelationskoeffizienten. Ein p-Wert von < 0,05 wurde als
statistisch signifikant bezeichnet (*< 0,05, **< 0,01, ***< 0,001; ****< 0,0001).
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IV. ERGEBNISSE

1. Vergleichende Darstellung zwischen Wildtyp- und

INS®Y-Schweinen ohne Therapie

1.1. In vivo Ergebnisse von Wildtyp- und INS®*#Y-Schweinen

Zur Charakterisierung von Wildtyp (WT)- und Diabetesschweinen (DM oder
C94Y) wurden funf verschiedene klinische Parameter erhoben. Diese dienten der
Darstellung des Nichternblutglukosespiegels, des Kaliumspiegels, des
Kdrpergewichts, des Herzgewichts und des Herz-Korpergewichtverhaltnisses.

Bei jedem Tier wurde zu Beginn des Eingriffs der Nuchternblutglukosespiegel
gemessen, welcher bei den Wildtyptieren einen Durchschnittswert von 105,3+12,78
mg/dl ergab. Dieser war bei den Diabetes-Tieren mit 352,9+81,18 mg/dl signifikant
erhoht (****p<0,0001; Abb. 9A).

Ebenfalls wurde der Kaliumspiegel im arteriellen Blut erhoben, welcher sich
zwischen Wildtyptieren (3,61+0,31 mmol/l) und den Diabetes-Tieren (3,75+0,30
mmol/l) nicht signifikant unterschied (Abb. 9B).

Alle Tiere wurden im Zeitraum von 1-3 Tagen vor dem Eingriff gewogen, wobei
ein signifikanter Unterschied zwischen den Wildtypschweinen (82,37+14,23 kg)
und den leichteren Diabetesschweinen (56,74+10,02 Kkg) zu erkennen war
(****p<0,0001; Abb. 9C).

Nach schmerzfreier Euthanasie wurden die Herzen der Tiere entnommen und
gewogen. Hierbei lie} sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied zwischen den
Wildtypen (291,2456,39 g) und Diabetikern (204,5+49,63 ) feststellen
(****p<0,0001; Abb. 9D). In diesem Zusammenhang wurde auch das Verhaltnis
zwischen Herz- und Korpergewicht bestimmt, welches keinen signifikanten
Unterschied aufwies (WT: 3,56+0,48 und C94Y: 3,60+0,48; p=0,8770; Abb. 9E).
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Abb. 9. Vergleich von Blutglukose (A), Kaliumspiegel im Blut (B), Korpergewicht (C), sowie
Herzgewicht (D) und dem Verhiiltnis zwischen Herz- und Korpergewicht (E) in Wildtyp (WT)- und
Diabetesschweinen (C94Y); *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, jeweils Mann-Whitney-

Test.
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1.1.1. Hamodynamik

Der Blutdruck wurde in beiden Gruppen invasiv gemessen. Sowohl die systolischen
(WT: 99,25+11,60 mmHg; C94Y: 87,22+10,06 mmHg; **p=0,0029; Abb. 10A),
als auch die diastolischen Werte (WT: 53,44+8,63 mmHg; C94Y: 46,11+9,78
mmHg; *p=0,0124; Abb. 10 B) zeigten signifikante Unterschiede zwischen den

beiden Gruppen.
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Abb. 10. Systolische ((A) systol. BD) und diastolische ((B) diastol. BD) Blutdruckmessung in Wildtyp (WT) - und
Diabetesschweinen (C94Y); *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, jeweils Mann-Whitney-Test.

Im Anschluss wurde eine Links- und Rechtsherzkatheterisierung durchgefihrt. Die
Untersuchung des linken Herzens erfolgte sowohl in Ruhe (baseline; BL), als auch
wahrend der Schrittmacherstimulation (130/min.). Diese Stimulation dient der
adaquaten Vergleichbarkeit unabhangig von der intrinsischen Herzfrequenz eines
jeden Tieres. Die Messungen des linksventrikularen Drucks (LVP BL WT
110,3+16,87 mmHg im Vergleich zu C94Y: 97,72+11,79 mmHg, *p=0,0179 und
LVP 130 WT: 130,2+14,46 mmHg im Vergleich zu C94Y: 114,4+15,20 mmHg,
**p=0,007; Abb. 11) zeigten signifikante Unterschiede. Der linksventrikulére
enddiastolische Druck, welcher Auskunft Uber die Vordehnung des Ventrikels
liefert, zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtypen und
Diabetikern (LVEDP BL WT: 10,69+1,6 mmHg im Vergleich zu C94Y:
12,83+4,68 mmHg, p=0,3916 und LVEDP 130 WT: 15,62+4,09 mmHg im
Vergleich zu C94Y: 15,5+4,69 mmHg, p=0,9764; Abb. 11). Bei den Messungen
des rechten Herzens konnte beim rechtsatrialen Druck (RAP WT: 10,77+£2,09
mmHg versus C94Y: 11,06+2,98 mmHg, p=0,8815) kein signifikanter Unterschied
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dargestellt werden. Dieser zeigte sich jedoch bei der Messung des
rechtsventrikularen Drucks (RVP WT: 27,54+3,55 mmHg im Vergleich zu C94Y:
24,39+4,39 mmHg, *p=0,0488; Abb. 11). Bei den Messungen des
pulmonalarteriellen Drucks (PAP WT: 23,23+2,49 mmHg; versus C94Y:
22.17+3,18 mmHg, p=0,3047; Abb. 11) sowie des Lungenkapillaren-
verschlussdrucks (PCWP WT: 15,77+2,2 mmHg; versus C94Y: 15,83+4,29
mmHg, p=0,9772; Abb. 11), als auch dem Aortendruck (AoP WT: 87,31+8,73
mmHg; versus C94Y: 83,07+14,98 mmHg, p=0,1973; Abb. 11) waren keine

signifikanten Unterschiede zu verzeichnen.

Hamodynamik
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Abb. 11. Hiimodynamische Messungen des linken und rechten Herzens in Wildtyp (WT)- und Diabetesschweinen (C94Y);
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, jeweils Mann-Whitney-Test.

1.1.2. Elektrokardiogramm (EKG)
Mittels eines 12-Kanal-EKGs wurde die durchschnittliche Herzfrequenz bestimmt,
welche sich zwischen den beiden Gruppen nicht signifikant unterschied. Sie betrug
in der Wildtypgruppe 80,65+29,32 bpm und in der Gruppe der Diabetestiere
70,78+14,96 bpm (p= 0,5622; Abb. 12).
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Abb. 12. Messung der Herzfrequenz mittels 12-Kanal-EKG in Wildtyp (WT)- und Diabetesschweinen
(C94Y); *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, jeweils Mann-Whitney-Test.

Daruiber hinaus zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in den gemessenen
EKG-Parametern P-Wellendauer, PR-Intervall, QT- sowie frequenzkorrigierte QT
(QTc)-Zeit (Abb. 13) Allerdings zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der
QRS-Dauer, die bei Diabetesschweinen verglichen mit der Kontrollgruppe
signifikant kiirzer war (****p<0,0001; Abb. 13).
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Abb. 13. Elektrokardiografische Messungen mittels 12-Kanal-EKG in Wildtyp (WT)- und Diabetesschweinen

(C94Y):; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, jeweils Mann-Whitney-Test.

1.1.3. Elektrophysiologische Untersuchung

Als weiteres Mittel der Charakterisierung diente die elektrophysiologische

Untersuchung, wobei zu Beginn die Sinusknotenerholungszeit (engl.: sinus node

recovery time, SNRT) ermittelt wurde. Die 30-sekundige Stimulation des VVorhofs

erfolgte jeweils zweifach bei einer Basiszykluslange von 500 ms, 450 ms, 400 ms,

350 ms und 300 ms. Hierbei wurde die Dauer zwischen letztem Stimulus und erster

intrinsischer P-Welle gemessen. Keine der untersuchten Basiszykluslangen wies

signifikante Unterschiede zwischen der Wildtyp- und der Diabetesgruppe auf (Abb.

14).
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Abb. 14. Messung der Sinusknotenerholungszeit (SNRT). Messung bei Basiszyklusldngen von 500 ms, 450 ms,
400 ms, 350 ms und 300 ms in Wildtyp (WT)- und Diabetesschweinen (C94Y), jeweils Mann-Whitney Test.

Des Weiteren wurde der Wenckebachpunkt bestimmt, welcher ein Parameter fur
die AV-Knotenleitung darstellt (Abb. 15A). Durch Stimulation immer kirzer

werdender Zykluslangen zeigt sich zundchst der Wenckebachpunkt als diejenige

Zykluslange, bei der die 1:1-AV-Uberleitung nicht mehr aufrechterhalten werden
kann, bis sich schlieRlich eine stabile 2:1 Uberleitung einstellt (Abb. 15B). In

beiden Untersuchungen wurden keine signifikanten Unterschiede deutlich.
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Wenkebach-Punkt und 2:1 AV-Uberleitung
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Abb. 15. Wenckebach-Punkt (A) und 2:1 ("Jberleitung (B) in Wildtypschweinen (WT) versus
Diabetesschweinen (C94Y), jeweils Mann-Whitney-Test.

Im Anschluss wurde die atrioventrikuldre effektive Refraktarperiode (AVERP)
untersucht. Sie gilt als das langste Kopplungsintervall zwischen Basis- und
Extrastimulus, bei dem keine Kammererregung mehr gegeben ist, obwohl eine
Stimulation des Vorhofes stattfindet (d.h. die Uberleitung tiber den AV-Knoten
bleibt aus). Alle Messungen wurden bei Basiszykluslangen von 500 ms, 450 ms,
400 ms, 350 ms und 300 ms durchgefiihrt. In beiden Gruppen wurde bei keiner der
Basiszykluslangen ein signifikanter Unterschied ersichtlich (Abb. 16). Die
sogenannte atriale effektive Refraktarperiode (AERP) stellt das langste
Kopplungsintervall dar, welches bei VVorhofstimulation keine VVorhoferregung mehr
bedingt. Die Durchfiihrung erfolgte nach dem entsprechenden Protokoll der
AVERP und zeigte bei allen Basiszykluslangen, aulRer 500 ms, signifikante
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. (450 ms: p=0,0088; 400 ms:
p=0,0077; 350 ms: p=0,0184; 300 ms: p=0,0364; Abb. 17).
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Abb. 16. Atrioventrikuliire effektive Refraktirperiode (AVERP) inWildtypschweinen (WT) und
Diabetesschweinen (C94Y) bei Basiszykluslingen von 500 ms, 450 ms, 400 ms, 350 ms und 300 ms,
jeweils Mann-Whitney-Test.
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Abb. 17. Atriale effektive Refraktirperiode (AERP) in Wildtypen (WT) und Diabetesschweinen
(C94Y) bei Basiszykluslangen von 500 ms, 450 ms, 400 ms, 350 ms und 300 ms, *p<0,05, **p<0,01,
*#%p<0,001, ****p<0,0001; jeweils Mann-Whitney-Test.
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Im letzten Teil des in vivo-Versuchs wurde die Anfalligkeit fur Vorhofarrhythmien
evaluiert. Durch Burststimulationen kam es bei einigen Tieren zu Vorhofflimmern
(VHF), welches als Vorhofarrhythmie mit atrialer Tachykardie und
unregelmaRigen RR-Intervallen und einer Dauer von mindestens 10 Sekunden
definiert wurde. Sofern sich persistierendes Vorhofflimmern von tber 30 Minuten
zeigte, wurde dieses durch elektrische Kardioversion in den Sinusrhythmus
uberfihrt. Die Vulnerabilitdt der Diabetestiere war im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant erhoht (Abb. 18A und B). Der prozentuale Anteil der
Tiere, bei denen mindestens eine Arrhythmieepisode ausgeldst werden konnte, lag
bei den C94Y-Schweinen bei 56,25%, hingegen kam es nur bei 15,38% der
Wildtyptiere zu Vorhofflimmern (*p=0,0173, Abb. 18A). Bei den
Diabetesschweinen lie} sich ebenfalls eine erhohte Rate erfolgreicher
Stimulationen pro Schwein verzeichnen (**p=0,0027, Abb. 18B). AulRerdem war
eine deutlich langere mittlere Episodendauer (Abb. 18C) zu erkennen, was sich
ebenfalls in der langeren Gesamtdauer aller VHF-Episoden ((kumulative VHF-
Last) bestatigte (Abb. 18D).
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Abb. 18. Induzierbarkeit von Vorhofflimmern. A. prozentuale Anzahl der Schweine mit
mindestens einer VHF-Episode; B. Prozentsatz erfolgreicher Stimulationen; C. Mittlere
Episodendauer in Sekunden; D. Kumulative VHF-Last in Sekunden, *p<0,05, **p<0.,01,
**%p<0,001, ****p<0,0001, A und B jeweils Chi-Sqare Test.
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1.2. Ex vivo Ergebnisse des strukturellen Remodelings von Wildtyp- und

INSC®#Y-Schweinen ohne Therapie

1.2.1. Evaluation der interstitiellen Fibrose

Mit Hilfe der Masson-Goldner-Trichrom-Farbung erfolgte die Quantifizierung der
interstitiellen Fibrose des Herzgewebes. Untersucht wurden drei Regionen der
linken Herzhélfte, das linke Atrium (LAFW), das linke Herzohr (LAA) und der
linke Ventrikel (LV), sowie die gleichen Regionen der rechten Herzhalfte, das
rechte Atrium (LAFW), das rechte Herzohr (RAA) und der rechte Ventrikel (RV).
Im linken Herzen zeigten sich deutlich signifikante Unterschiede zwischen
Wildtypen und Diabetestieren in allen drei Herzregionen (Abb. 19A-C). Im rechten
Herzen ergaben sich signifikante Unterschiede im rechten Atrium und im rechten
Ventrikel (Abb. 20A und C). In allen sechs Regionen zeigten Diabetesschweine
mehr Fibrose als die Wildtypschweine [Fibrose LAFW WT: 1,968+0,81 % versus
Co4Y: 3,74+2,27 %, **p=0,0024 (Abb. 19A); Fibrose LAA WT: 2,15+1,08 %
versus C94Y: 3,24+1,01 %;**p=0,0061 (Abb. 19B); Fibrose LV WT: 0,81+0,48
% versus C94Y: 2,19+1,79 %, ****p<0,0001 (Abb. 19C); Fibrose RAFW WT:
1,77+1,55 % versus C94Y: 4,58+3,01 %, ***p=0,0001 (Abb. 20A); Fibrose RAA
WT: 1,83%0,85 % versus C94Y: 2,69+1,56 %, p=0,1467 (Abb. 20B); Fibrose RV
WT: 0,97+0,69 % versus C94Y: 2,08+1,43 %, ***p=0,0001 (Abb. 20C)].
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Abb. 19. Quantifizierung der interstitiellen Fibrose mittels Masson-Trichrom-
Goldner Firbung des linken Herzens. A. Fibrose im linken Atrium, B. Fibrose im
linken Herzohr: C. Fibrose im linken Ventrikel , p<0,05, **p<0,01.***p<0,001,
*#k%p<(0,0001, jeweils Mann-Whitney-Test
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Abb. 20. Quantifizierung der interstitiellen Fibrose mittels Masson-Trichrom-
Goldner Firbung des rechten Herzens. A. Fibrose im rechten Atrium, B. Fibrose im
rechten Herzohr; C. Fibrose im rechten Ventrikel ., p<0,05, **p<0,01,***p<0,001,
*#k%p<(0,0001, jeweils Mann-Whitney-Test

Mit den in der Masson-Trichrom-Farbung erhobenen Daten wurde daraufhin eine
Korrelationsanalyse zwischen dem AusmaR an Fibrose und dem Blutglukosewert
des jeweiligen Tieres erstellt, um einen eventuellen Zusammenhang beider
Parameter zu veranschaulichen. Dies wurde fir beide Gruppen in einer Darstellung
abgebildet. In den Regionen der linken Herzhélfte zeigten sich signifikante
Korrelationen (LAFW r=0,5417, **p=0,0011 (Abb. 21A); LAA r=0,4534,
*p=0,00135 (Abb. 21B); LV r=0,4355, *p=0,0143 (Abb. 21C)). In den Regionen
des rechten Herzens zeigte sich eine signifikante Korrelation im rechten Atrium
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(RAFW r=0,4640, **p=0,0075 (Abb. 21C); RAA r=0,2332, p=0,2417 (Abb.
21B); RV r=0,3183, p=0,0710 (Abb. 21C)).
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Abb. 21. Korrelationsanalyse zwischen interstitieller  Fibrose und
Blutglukosewerten. A. linkes Atrium, B. linkes Herzohr, C. linker Ventrikel, D. rechtes
Atrium, E. rechtes Herzohr, F. rechter Ventrikel. p<0.05. **p<0,01, ***p<0,001.
*HH%p<0,0001.
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1.2.2. Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbung

In der Immunfluoreszenz wurde eine Vierfach-Farbung angefertigt: Mittels Alpha-
Actinin wurden die Herzmuskelzellen (Farbe: grau) und mittels Vimentin die
Fibroblasten (Farbe: griin) dargestellt. Zusatzlich sollte untersucht werden, wie
viele YAP-positive Zellkerne (Farbe: rot) sich in der jeweiligen Zellart befinden,
was mittels YAP- und Hoechst-Farbung (DAPI, Farbe: blau) fur die Zellkerne
dargestellt werden konnte. Untersucht wurden YAP-positive Fibroblastennuklei
sowie YAP-positive Kardiomyozytennuklei. Hierbei zeigten sich bei der
Untersuchung der Yap-positiven Fibroblasten in allen untersuchten Herzregionen
signifikante Unterschiede zwischen den Wildtypen und den Diabetikern [YAP-
positive Fibroblasten LAFW WT: 2,02+2,61 % versus C94Y: 7,88+3,52 %,
*p=0,0152 (Abb. 22A); Y AP-positive Fibroblasten LV WT: 3,23+3,55 % versus
C94Y: 14,5045,64 %, **p=0,0087 (Abb. 22B); YAP-positive Fibroblasten
RAFW WT: 4,28+6,27 % versus C94Y: 8,42+4,96 %, *p=0,0455 (Abb. 22C)
YAP-positive Fibroblasten RV WT: 8,16+4,44 % versus C94Y: 17,76+7,66 %,
*p=0,0260 (Abb. 22D)].

Die YAP-positiven Kardiomyozyten waren hingegen nur im Bereich des linken
Ventrikels signifikant [YAP-positive Kardiomyozyten LV WT: 18,33+5,61 %
versus C94Y: 34,34+581 %, **p=0,0043 (Abb. 23A); YAP-positive
Kardiomyozyten LAFW WT: 29,00+5,37 % versus C94Y: 27,71+5,55 %,
p=0,5887 (Abb. 23B); YAP-positive Kardiomyozyten RV WT: 20,64+9,16 %
versus C94Y: 31,04+539 %, p=0,0649 (Abb. 23C); YAP-positive
Kardiomyozyten RAFW WT: 17,404£9,93 % versus C94Y: 25,22+9,76 %,
p=0,1797 (Abb. 23D)].
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Abb. 22. Quantifizierung der YAP-positiven Fibroblasten mittels Immunflureszenzfirbung. A.
YAP-positive Fibroblasten im linken Atrium; B. YAP- positive Fibroblasten im linken Ventrikel: C.
YAP-positive Fibroblasten im rechten Atrium; D. YAP-positive Fibroblasten im rechten Ventrikel, Grau:
Kardiomyozyten, Griin: Fibroblasten, Rot: YAP, Blau: Nuklei, jeweils n=5-6, *p<0,05, **p<0,01,
**%¥p<0,001, ***¥p<0,0001, jeweils Mann-Whitney-Test.
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Abb. 23. A-D. Quantifizierung der YAP-positiven Kardiomyozyten. A. YAP-positive Kardiomyozyten im
linken Atrium; B. YAP-positive Kardiomyozyten im linken Ventrikel: C. YAP-positive Kardiomyozyten im
linken Atrium; D. YAP-positive Kardiomyozyten im rechten Ventrikel, jeweils n =5-6, *p<0,05, **p<0,01,
*H%p<0,001, ***¥*p<0,0001, jeweils Mann-Whitney-Test.

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen dem Blutglukosewert und dem
Anteil YAP-positiver Zellen zu veranschaulichen, wurde eine Korrelationsanalyse
durchgefuhrt. Dargestellt wurde diese Analyse fur beide Gruppen in einem Graphen
flr die jeweilige Herzregion. In allen Regionen waren signifikante Korrelationen
zwischen YAP-positiven Fibroblasten und Blutglukosekonzentration zu
verzeichnen [LAFW r=0,5954 *p=0,0444 (Abb. 24A); LV r=0,7811, **p=0,0039
(Abb. 24B); RAFW r=0,6070, *p=0,0395 (Abb. 24C); RV r=0,6200, *p=0,0350
(Abb. 24D)].
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Abb. 24. Korrelationsanalyse zwischen YAP-positiven Fibroblasten und Blutglukosewerten.
A. linkes Atrium, B. linker Ventrikel, C. rechtes Atrium, D. rechter Ventrikel, n=10-12, *p<0,05,
*p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

Im linken und rechten Ventrikel zeigte sich zudem eine Korrelation zwischen der
Anzahl YAP-positiver Kardiomyozyten und dem Blutglukosewert, in den
Vorhofen war hingegen keine Korrelation zu beobachten [LAFW r=-0,08056
p=0,8045 (Abb. 25A); LV r=0,6900, *p=0,0157 (Abb. 25B); RAFW r=0,4588,
p=0,1350 (Abb. 25C); RV r=0,6515, *p=0,0248 (Abb. 25D)].
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Abb. 25. Korrelationsanalyse zwischen YAP-positiven Kardiomyozyten und Blutglukosewerten.
A. linkes Atrium, B. linker Ventrikel, C. rechtes Atrium, D. rechter Ventrikel, n=10-12, *p<0,05,
**p<0,01, ¥**p<0,001, ****p<0,0001.
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1.2.3. Ergebnisse der Genexpressionsanalyse

Zur weiteren Analyse des strukturellen Remodelings wurde eine real-Time RT-
PCR von YAP und ausgewahlten YAP-Zielgenen durchgefiihrt. Bei diesen Genen
handelt es sich um Gene, welche durch das aktivierte (sich im Nukleus befindende)

Y AP-Protein reguliert werden kénnen.

Bei der Expression des YAP-1 wurde im linken als auch im rechten Vorhof eine
signifikante Expressionssteigerung in der Diabetesgruppe beobachtet [YAP1
LAFW WT versus C94Y, **p=0,0052 (Abb. 26A); YAP1 RAFW WT versus

C94Y, *p=0,0232 (Abb. 26C)].

B C
YAP-1 LAFW YAP-1 LV YAP-1 RAFW YAP-1 RV

*%k 0,5288 * *
r ] — —

10 ! ' 10+ 10 10
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°
Fold Increase
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WT C94Y WT C94Y WT C94Y WT C94Y

Abb. 26. Genexpressionsanalyse Yes-assoziierten Proteins (Y4P-7). A. linkes Atrium, B. linker
Ventrikel, C. rechtes Atrium, D. rechter Ventrikel. Jeweils n =9-10., *p<0,05, **p<0,01,
*H¥p<0,001, ¥*¥*¥*p<0,0001, jeweils Mann-Whitney-Test.

Amphiregulin (AREG) ist Teil vieler physiologischer Prozesse und ist beteiligt an
Zellproliferation, Apoptose und der Migration verschiedener Zelltypen, wie den
Fibroblasten. In der Genexpressionsanalyse wurde eine erhdhte Expression in der
Diabetesgruppe im Bereich beider Vorhdfe ersichtlich [AREG LAFW Wildtyp
versus C94Y, *p=0,0185 (Abb. 27A), AREG RAFW Wildtyp versus C94Y,

*p=0,0315 (Abb. 27.C)].
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Abb. 27. Genexpressionsanalyse Amphiregulin (4REG). A. linkes Atrium, B. linker Ventrikel,
=9-10., *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,

C. rechtes Atrium, D. rechter Ventrikel. Jeweils n

*AF*p<0,0001, jeweils Mann-Whitney-Test.

Im Anschluss erfolgte die Untersuchung des TGF-B-Signalwegs. TGF-51 zeigte
eine erhohte Expression in der Diabetesgruppe im Bereich des linken Atriums,
sowie im linken Ventrikel. Im Bereich des rechten Atriums lief3 sich eine Tendenz
zur Expressionssteigerung der Diabetiker erkennen [TGF-g1 LAFW WT versus
Co4Y, **p=0,0029 (Abb. 28A), TGF-#1 LV WT versus C94Y, *p=0,0232 (Abb.
28B), TGF-p1 RAFW WT versus C94Y, *p=0,1230 (Abb. 28C)].
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Abb. 28. Genexpressionsanalyse Transforming Growth Factor beta (T7GF- fI). A. linkes
Atrium, B. linker Ventrikel, C. rechtes Atrium, D. rechter Ventrikel. Jeweils n =9-10., *p=0,05,
**p=<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, jeweils Mann-Whitney-Test.

Zudem zeigte sich auch bei SMAD3 eine signifikant erhohte Expression in der
Diabetesgruppe im Bereich des rechten Vorhofs, des linken Ventrikels und des
linken Vorhofs [SMAD3 LAFW WT versus C94Y, *p=0,0433 (Abb. 29A)]. Die
Expression von COL1Al zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen der

Wildtypgruppe und der Diabetesgruppe im Bereich des rechten Ventrikels.
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[COL1A1 RV WT versus C94Y, *p=0,0288 (Abb. 29H)].
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Abb. 29. Genexpressionsanalyse SMAD3 und COLIAI. A. SMAD3: linkes Atrium, B. SMAD3.
linker Ventrikel, C. SMAD3: rechtes Atrium, D. SMAD3: rechter Ventrikel: E. COLIAI: linkes
Atrium, F. COL1A1: linker Ventrikel, G. COL1A41: rechtes Atrium, H. COL1A1: rechter Ventrikel.
Jeweils n=9-10., *p=<0,05, **p=0,01, ***p<0,001, ****p=<0,0001, jeweils Mann-Whitney-Test.
Das ECM-Protein FN1 zeigte eine signifikante Reduktion der Diabetesgruppe im
Bereich des linken Ventrikels und des linken Atriums [FN1 LV WT versus C94Y,
*p=0,02775 (Abb. 30B), FN1 RAFW WT versus C94Y, *p=0,0147 (Abb. 30C)].
Die Expression der Matrix-Metalloproteinase (MMP2) zeigte eine signifikante
Reduktion der Diabetesgruppe im Bereich des rechten Ventrikels [MMP2 RV WT

versus C94Y, *p=0,0015 (Abb. 30. H)].
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Abb. 30. Genexpressionsanalyse FNI und MMP2. A. FNI: linkes Atrium, B. FNVI. linker Ventrikel,
C. FNI: rechtes Atrium, D. FNI: rechter Ventrikel; E. MMP2: linkes Atrium, F. MMP2: linker
Ventrikel, G. MMP2: rechtes Atrium, H. MMP2: rechter Ventrikel. Jeweils n =9-10., *p<0,05,
*¥*p<0,01, ¥**p<0,001, ****p=<0,0001, jeweils Mann-Whitney-Test.

Der Connective Tissue Growth Factor (CTGF oder CCN2 im Schwein) stellt ein
weiteres ECM-assoziiertes Protein dar. Dieses wies eine signifikant erhohte
Expression der Diabetesgruppe im Bereich des rechten Vorhofs auf [CTGF RAFW
WT versus C94Y, *p=0,0433 (Abb. 31C)]. Ein &hnlicher Unterschied zwischen
den Gruppen zeigte sich bei der Genexpressionsanalyse von Plasminogen-
Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1), ein Protein der Fibrinolysehemmung. Hier waren die
Werte der Diabetestiere im Bereich des linken Atriums signifikant erhéht [PAI-1
LAFW WT versus C94Y, *p=0,0232 (Abb. 31E)].
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Abb. 31. Genexpressionsanalyse CTGF und PAI-1. A. CTGF: linkes Atrium, B. CTGF: linker
Ventrikel, C. CTGF: rechtes Atrium, D. CTGF: rechter Ventrikel; E. PAI-1: linkes Atrium, F. PAI-
1: linker Ventrikel, G. PAI-1: rechtes Atrium, H. PAI-1: rechter Ventrikel. Jeweils n =9-10.,
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, jeweils Mann-Whitney-Test.

Im Bereich der proinflammatorischen Gene zeigte der Macrophage Migration
Inhibitory Factor (MIF), ein Zytokin, welches in Patienten mit VVorhofflimmern
erhéht ist und durch Aktivierung des TGF-B-Signalwegs kardiale Fibrose
begunstigt, eine signifikant erhdhte Expression auf Seiten der Diabetiker im
Bereich des linken Vorhofs und eine signifikant reduzierte Expression auf Seiten
der Diabetiker im Bereich des rechten Vorhofs [MIF LAFW WT versus C94Y,
**p=0,0052 (Abb. 32A), MIF RAFW WT versus C94Y, ****p<0,0001(Abb.
32C)]. Das proinflammatorische Zytokin CCL2, welches von Fibroblasten
sezerniert wird, zeigte kongruent zu den Ergebnissen des MIF-Gens ebenfalls eine
verstarkte Expression auf Seiten der Diabetiker. Eine signifikant erhohte
Regulation in der Diabetesgruppe zeigte sich im linken Atrium. Eine reduzierte
Expression von CCL2 auf Seiten der Diabetestiere wurde im rechten Vorhof
beobachtet [CCL2 LAFW WT versus C94Y, *p<0,05 (Abb. 32E), CCL2 RAFW
WT versus C94Y, ****p<0,0001 (Abb. 32G)].
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Abb. 32. Genexpressionsanalyse MIF und CCL2. A. MIF: linkes Atrium, B. MIF: linker
Ventrikel, C. MIF: rechtes Atrium, D. MIF: rechter Ventrikel; E. CCL2: linkes Atrium, F. CCL2:
linker Ventrikel, G. CCL2: rechtes Atrium, H. CCL2: rechter Ventrikel. Jeweils n =9-10., *p<0,05,
*¥p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, jeweils Mann-Whitney-Test.
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2. Vergleichende Darstellung zwischen INS®®*Y-Schweinen
und INS©*Y-Schweinen mit SGLT2-Inhibitor Therapie

2.1. In vivo Ergebnisse von INS®®*Y-Schweinen und INS®%Y-Schweinen
mit SGLT2-Inhibitor-Therapie
In diesem Teil wurden alle erhobenen in vivo Ergebnisse der Diabetesgruppe
(C94Y) aus Abschnitt IV. 1. mit Tieren derselben genetischen Verdnderung nach
erfolgter viermonatiger oraler Therapie mit dem SGLT2-Inhibitor Dapagliflozin
verglichen (Gruppe gekennzeichnet durch ,,+Dapa“).
Bei jedem Tier wurde zu Beginn des Eingriffs der Nuchternblutglukosespiegel
gemessen. Im Vergleich mit den C94Y-Tieren (352,9+81,18 mg/dl) war dieser in
der Gruppe der C94Y-Tiere mit Dapagliflozin-Behandlung signifikant reduziert
(242,0+67,74 mg/dl (***p<0,001; Abb. 33A).
Der Kaliumspiegel im arteriellen Blut zeigte keine signifikanten Unterschiede
(C94Y-Tiere 3,75+0,30 mmol/l und C94Y+Dapa-Tiere 3,76+0,38 mmol/l; Abb.
33B).
Alle Tiere wurden im Zeitraum von 1-3 Tagen vor dem Eingriff gewogen, wobei
ein signifikanter Unterschied zwischen den C94Y-Tieren (56,74+10,02 kg) und den
leichteren C94Y+Dapa Tieren (35,85+5,38 kg) zu erkennen war (****p<0,0001;
Abb. 33C).
Kongruent zum Koérpergewicht zeigten sich auch beim Herzgewicht signifikant
niedrigere Werte bei den Diabetikern mit Dapagliflozin-Therapie (150,8+32,39 g)
im Vergleich mit den Diabetikern ohne Therapie (204,5£49,63 g (***p<0,001;
Abb. 33D). Allerdings war das Verhdltnis zwischen Herz- und Korpergewicht
signifikant hoher bei den Tieren mit Therapie (C94Y: 3,6+0,48 und C94Y+Dapa:
4,21+0,6; *p=0,05, (Abb. 33. E)).
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Abb. 33. Darstellender Vergleich von Blutglukose (A), Kaliumspiegel im Blut (B), Kérpergewicht
(C), sowie Herzgewicht (D) und dem Verhiiltnis zwischen Herz- und Kérpergewicht (E) in
Diabetes- und Diabetesschweinen mit Dapagliflozin-Therapie; *p=<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
*¥*¥p<0,0001, jeweils Mann-Whitney-Test.
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2.1.1. Hamodynamik

Der systolische Blutdruck (C94Y: 87,22+10,06 mmHg versus C94Y+Dapa:
79,90+13,01 mmHg; p=0,2579; Abb. 34A) und der diastolische Blutdruck (C94Y:
46,11+9,78 mmHg; C94Y+Dapa: 41,00+6,78 mmHg; p=0,1226; Abb. 34B) waren

in beiden miteinander zu vergleichenden Gruppen nicht signifikant unterschiedlich.
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Abb. 34. A. Systolische (systol. BD) und B. diastolische (diastol. BD) Blutdruckmessung in
Diabetesschweinen und Diabetesschweinen mit Dapagilflozin-Therapie: *p<0,05, **p<0,01,
*#%kp<0,001, ¥***p<0,0001, jeweils Mann-Whitney-Test.

Die Messungen des linksventrikularen Drucks [LVP BL C94Y: 97,72+11,79
mmHg im Vergleich zu C94Y+Dapa: 96,89+15,85 mmHg, p=0,8995 und LVP 130
C94Y: 114,40£15,20 mmHg im Vergleich zu C94Y+Dapa: 115,30+18,52 mmHg,
p=0,3952 (Abb.35)] zeigten keine signifikanten Unterschiede. Auch die
Messungen des linksventrikuldaren enddiastolischen Drucks wiesen Kkeine
signifikanten Unterschiede zwischen Diabetikern und Diabetikern mit Therapie auf
[LVEDP BL C94Y: 12,83+4,68 mmHg im Vergleich zu C94Y+Dapa: 11,00+1,12
mmHg, p= 0,8899 und LVEDP 130 C94Y: 15,50+4,69 mmHg im Vergleich zu
C94Y+Dapa: 14,22+4,58 mmHg, p=0,5678 (Abb. 35)].
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Hamodynamik
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Abb. 35. Himodynamische Messungen des linken und rechten Herzens in Diabetesschweinen
und Diabetesschweinen mit Dapagliflozin-Therapie: *p<0,05, **p=<0,01, ***p<0,001, ****p=<0,0001,
jeweils Mann-Whitney-Test.

Die Druckmessungen des rechten Herzens zeigten keine signifikanten Unterschiede
zwischen Diabetestieren und Diabetestieren mit Dapagliflozin-Therapie [RAP
C94Y: 11,06£2,98 mmHg versus C94Y+Dapa: 11,00+1,50 mmHg, p=0,9269;
RVP C94Y: 24,39+4,39 mmHg versus C94Y +Dapa: 24,33+2,45 mmHg, p=0,9089
(Abb. 35)], ebenso wenig wie die Messungen des pulmonalarteriellen Drucks [PAP
C94Y: 22,17£3,16 mmHg; versus C94Y+Dapa: 22,44+2187 mmHg, p=0,8486
(Abb. 35)]. Auch der Lungenkapillarenverschlussdruck [PCWP C94Y:
15,83+4,29 mmHg; versus C94Y+Dapa: 13,89+1,97 mmHg, p=0,1436; (Abb. 35)]
und der Aortendruck [AoP C94Y: 83,07+£14,98 mmHg; versus C94Y+Dapa:
82,88+2,55 mmHg, p=0,7259 (Abb. 35)] lieRen keine signifikanten Unterschiede

verzeichnen.

2.1.2. Elektrokardiogramm (EKG)

Die durchschnittliche Herzfrequenz wurde mittels 12-Kanal-EKG bestimmt,
unterschied sich jedoch nicht signifikant zwischen den beiden Gruppen (C94Y:
70,78+14,96 bpm versus C94Y+Dapa: 63,50+15,66 bpm, p= 0,1358; Abb. 36).

In den EKG-Parametern waren ebenfalls keine signifikanten Unterschiede
ersichtlich, abgesehen von der QT-Zeit, welche in der Gruppe mit Dapagliflozin-
Therapie signifikant erhoht war (QT C94Y: 362,7+46,11 bpm versus C94Y+Dapa:
409,8+34,37bpm; *p=0,103; Abb. 37).



IV. Ergebnisse 106

Herzfrequenz
0,1358
=150 ' '
£
Q.
=
()
51004 o, o
= -
= 5 °
g
° 90-
(o))
)
=
O
(/7] 0-
c94y CO94Y+
Dapa
n=18 n=10

Abb. 36. Messung der Herzfrequenz mittels 12-Kanal-EKG in Diabetesschweinen und

Diabetesschweinen mit Dapagliflozin-Therapie, : *p<0,05, **p=0,01, ***p=<0,001, ****p<0,0001,

jeweils Mann-Whitney-Test.
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Abb. 37. Elektrokardiografische Messungen mittels 12-Kanal-EKG in Diabetesschweinen und
Diabetesschweinen mit Dapagliflozin-Therapie; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001,

jeweils Mann-Whitney-Test.
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2.1.3. Elektrophysiologische Untersuchung

In der elektrophysiologischen Untersuchung wurde zu Beginn die
Sinusknotenerholungszeit ermittelt, welche bei keiner der gemessenen
Basiszykluslangen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen zeigte (Abb.
38).

SNRT
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Abb. 38. Messung der Sinusknotenerholungszeit (SNRT). Messung bei Basiszykluslingen von
500 ms, 450 ms, 400 ms, 350 ms und 300 ms in Diabetesschweinen und Diabetesschweinen mit
Dapagliflozin-Therapie, jeweils Mann-Whitney Test.

Bei der Untersuchung des Wenckebachpunkts zeigte sich eine signifikant reduzierte
AV-Knotenleitung bei den Tieren mit Therapie (WB C94Y: 242,20+25,10 ms
versus C94Y+Dapa: 303,30£95,69 ms, *p= 0,0337; Abb. 39A). Hinsichtlich der
2:1-Uberleitung wurde kein signifikanter Unterschied deutlich (Abb. 39B).
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Wenkebach-Punkt und 2:1 AV-Uberleitung
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Abb. 39. Wenckebach-Punkt (A) und 2:1 Uberleitung (B) in Diabetesschweinen und
Diabetesschweinen mit Dapagliflozin-Therapie, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001,
jeweils Mann-Whitney-Test.

Die atrioventrikulare effektive Refraktérperiode war bei den Basiszykluslangen 500
ms, 450 ms und 400 ms bei den Tieren mit Dapagliflozin-Therapie signifikant
verlangert (AVERP 500 ms **p=0,003; AVERP 450 ms ***p= 0,0002; AVERP
400 ms *p= 0,0375; (Abb. 40). Die atriale effektive Refraktarperiode (AERP)
zeigte bei keiner Basiszykluslange signifikante Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen (Abb. 41).
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Abb. 40. Atrioventrikulire effektive Refraktirperiode (AVERP) in Diabetesschweinen versus
Diabetesschweinen mit Dapagliflozin-Therapie bei Basiszyklusldngen von 500 ms, 450 ms, 400 ms,
350 ms und 300 ms. *p=<0,05, **p<0.01, ¥**p<0,001, ****p<0,0001, jeweils Mann-Whitney-Test.
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Abb. 41. Atriale effektive Refraktirperiode (AERP) bei Basiszyklusldngen von 500 ms, 450 ms,
400 ms, 350 ms und 300 ms, jeweils Mann-Whitney-Test.
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Die Vulnerabilitat fur Arrhythmieepisoden durch Burststimulation zeigte sich in
der Gruppe der Diabetestiere mit Dapagliflozin-Therapie signifikant reduziert im
Vergleich zu den Diabetestieren ohne Therapie. Der prozentuale Anteil der Tiere,
bei denen mindestens eine Arrhythmieepisode ausgeldst werden konnte, lag bei den
C94Y-Schweinen mit Dapagliflozin-Therapie bei 10,00%, wohingegen es in der
Gruppe der C94Y-Schweine ohne Therapie bei 56,25% zu Vorhofflimmern kam
(*p=0,0184; Abb. 42A). AuRerdem zeigte sich eine reduzierte Rate erfolgreicher
(d.h. zu Vorhofflimmern flihrender) Stimulationen pro Schwein (**p=0,0035; Abb.
42B). Eine kirzere mittlere Episodendauer war ebenfalls zu erkennen (Abb. 42C),
welche sich in der reduzierten Gesamtdauer aller VHF-Episoden bestatigte (Abb.
42D).
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Abb. 42. A-D. Induzierbarkeit von Vorhofflimmern. A. Prozentualer Anteil der Schweine mit
mindestens einer VHF-Episode; B. Prozentsatz erfolgreicher Stimulationen; C. Mittlere
Episodendaver in Sekunden; D. Kumulative VHF-Last in Sekunden, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
*#%%¥n<0,0001, A und B jeweils Chi-Sqare Test.
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2.2. Ex vivo Ergebnisse des strukturellen Remodelings von INS©%4Y-

Schweinen und INS®®Y-Schweinen mit Dapagliflozin-Therapie

2.2.1. Evaluation der interstitiellen Fibrose

Die Quantifizierung der interstitiellen Fibrose des Herzgewebes erfolgte ebenfalls
entsprechend in drei Regionen der linken Herzhélfte, dem linken Atrium (LAFW),
dem linken Herzohr (LAA) und dem linken Ventrikel (LV) und in drei Regionen
der rechten Herzhalfte, dem rechten Atrium (RAFW), dem rechten Herzohr (RAA)
und dem rechten Ventrikel (RV). In keiner der untersuchten Regionen zeigte sich
ein signifikanter Unterschied der interstitiellen Fibrose zwischen C94Y-Tieren und
C94Y-Tieren mit Dapagliflozin-Therapie [Fibrose LAFW C94Y: 3,74+2,27 %
versus C94Y+Dapa: 4,00£2,94 %, p=0,5216 (Abb. 43A); Fibrose LAA C94Y:
3,24+1,01 % versus C94Y+Dapa: 3,17+1,71 %, p=0,6433 (Abb. 43B); Fibrose LV
Co4Y: 2,19£1,79 % versus C94Y+Dapa: 1,94+1,18 %, p=0,4910 (Abb. 43C);
Fibrose RAFW C94Y: 4,58+3,01 % versus C94Y+Dapa: 4,56+3,94 %, p=0,4539
(Abb. 44A), Fibrose RAA C94Y: 2,69+1,57 % versus C94Y+Dapa: 3,39+1,05 %,
p=0,2309 (Abb. 44B); Fibrose RV C94Y: 2,08+£1,43 % versus C94Y+Dapa:
2,00+1,14 %, p>0,9999 (Abb. 44C)].
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Abb. 43. Quantifizierung der interstitiellen Fibrose mittels Masson-Trichrom-Goldner
Firbung. Diabetestiere versus Diabetestiere mit Dapagliflozin-Therapie A. Fibrose im linken
Atrium, B. Fibrose im linken Herzohr, C. Fibrose im linken Ventrikel, jeweils Mann-Whitney-Test.
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Abb. 44. Quantifizierung der interstitiellen Fibrose mittels Masson-Trichrom-Goldner Firbung.
Diabetestiere versus Diabetestiere mit Dapagliflozin-Therapie A. Fibrose im rechten Atrium, B. Fibrose
im rechten Herzohr; C. Fibrose im rechten Ventrikel, jeweils Mann-Whitney-Test.

Die Korrelationsanalyse ergab weder in den Regionen der linken Herzhalfte
[LAFW r=0,2508, p=0,2071 (Abb. 45A); LAA r=0,2777, p=0,1996 (Abb. 45B);
LV r=-0,1435, p=0,47753 (Abb. 45C)], noch in den Regionen der rechten
Herzhalfte eine signifikante Korrelation [RAFW r=-0,4103, p=0,8422 (Abb. 45D);
RAA r=-0,03508, p=0,8800 (Abb. 45E); RV r=-0,01832, p=0,9278 (Abb. 45.F)].
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Abb. 45. Korrelationsanalyse zwischen interstitieller Fibrose und Blutglukosewerten. A. linkes
Atrium, B. linkes Herzohr, C. linker Ventrikel, D. rechtes Atrium, E. rechtes Herzohr, F. rechter
Ventrikel in Diabetestieren und Diabetestieren mit Dapagliflozin-Therapie .



IV. Ergebnisse 116

2.2.2. Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbung

Bei der Quantifizierung von Y AP-positiven Nuklei zeigten sich fir den Zelltyp der
Fibroblasten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen in allen vier
untersuchten Herzregionen [Y AP-positive Fibroblasten LAFW C94Y: 7,77+3,52
% versus C94Y+Dapa: 8,19+4,68 %, p=0,9740 (Abb. 46A); YAP-positive
Fibroblasten LV C94Y: 14,50+5,65 % versus C94Y+Dapa: 14,20£2,21 %,
p=0,9307 (Abb. 46B); YAP-positive Fibroblasten RAFW C94Y: 8,42+4,96 %
versus C94Y+Dapa: 8,05+4,14 %, p>0,9999 (Abb. 46C); YAP-positive
Fibroblasten RV C94Y: 17,76x7,66 % versus C94Y+Dapa: 14,91+3,75 %,
p=0,6991 (Abb. 46D)].

Es zeigten sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
in allen untersuchten Regionen hinsichtlich des Anteils YAP-positiver
Kardiomyozytennuklei  [YAP-positive Kardiomyozyten LAFW CO94Y:
27,7145,55 % versus C94Y+Dapa: 24,57+6,50 %, p=0,3939 (Abb. 47A); YAP-
positive Kardiomyozyten LV C94Y: 34,34+582 % versus C94Y+Dapa:
27,64+4,45 %, p=0,0823 (Abb. 47B); YAP-positive Kardiomyozyten RAFW
C94Y: 25,22+9,76 % versus C94Y+Dapa: 31,14+9,87 %, p=0,3939 (Abb. 47C);
YAP-positive Kardiomyozyten RV C94Y: 31,04+5,40 % versus C94Y+Dapa:
30,70+6,25 %, p=0,8182 (Abb. 47D)].
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Abb. 46. Quantifizierung der YAP-positiven Fibroblasten. A. YAP-positive Fibroblasten im
linken Atrium: B. YAP- positive Fibroblasten im linken Ventrikel: C. YAP- positive Fibroblasten im
rechten Atrium; D. YAP-positive Fibroblasten im rechten Ventrikel in Diabetestieren und
Diabestestieren mit Dapagliflozin-Therapie. Jeweils n=5-6, jeweils Mann-Whitney-Test.
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Abb. 47. Quantifizierung der YAP-positiven Kardiomyozyten. A. YAP-positive Kardiomyozyten
im linken Atrium; B. YAP-positive Kardiomyozyten im linken Ventrikel: C. YAP- positive
Kardiomyozyten im rechten Atrium: D. YAPpositive Kardiomyozyten im rechten Ventrikel in
Diabetestieren versus Diabetestiere mit Dapagliflozin-Therapie, n=5-6, jeweils Mann-Whitney-Test.

Mit den Ergebnissen der Immunfluoreszenzfarbung wurde ebenfalls eine
Korrelationsanalyse zwischen dem Prozentsatz an Y AP-positiven Zellen und dem
entsprechend gemessenen Blutglukosewert erstellt. Dargestellt wurde diese
Analyse fir beide Gruppen in einem Graphen fir die jeweilige Herzregion. In
keiner der Regionen waren signifikante Korrelationen zu verzeichnen [LAFW
r=0,5499, p=0,0672 (Abb. 48A); LV r=0,02636, p=0,4348 (Abb. 48B); RAFW
r=0,2098, p=0,5137 (Abb. 48C); RV r=0,4545, p=0,1404 (Abb. 48D)].



IV. Ergebnisse 119

Fibroblasten LAFW Fibroblasten RAFW
50~ r=0,5499 p=0,0672 50 r=0,2098 p=0,5137
c 40_‘ c 40_‘
2 2
N 30- N 30
[ [
2 2
'g 20 = -g 20+ °
oy = e
o 10 & 10
g o g —gEr_"
© o)
0 T T T T 1 0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Blutzucker (mg/dl) Blutzucker (mg/dl)
Fibroblasten LV Fibroblasten RV
50— r=0,2636 p=0,4348 50— r=0,4545 p=0,1404
= 40- - 40+
2 2
N 30 N 30 o
g e} g
£ 204 £ 20 .o
o © o ° ®
Q. Q
& 10 ’/—OQQ;UOI & 10- C) % &
© ©
> >
0 T T T T 1 0 T T T T |
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Blutzucker (mg/dl) Blutzucker (mg/dl)

Abb. 48. Korrelationsanalyse zwischen YAP-positiven Fibroblasten und Blutglukosewerten. A.
linkes Atrium, B. linker Ventrikel, C. rechtes Atrium, D. rechter Ventrikel, jeweils n=10-12

Ebenfalls wurde eine  Korrelationsanalyse  zwischen  YAP-positiven
Kardiomyozyten und Blutglukosespiegel durchgefiihrt, welche ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen zeigte [LAFW r=-0,3636,
p=0,2464 (Abb. 49A); LV r=0,1455, p=0,6731 (Abb. 49B); RAFW r=0,1678,
p=0,6039 (Abb. 49C); RV r=0,04895, p=0,8861 (Abb. 49.D)].



IV. Ergebnisse 120

Kardiomyozyten LAFW Kardiomyozyten RAFW
50 r=0,3636 p=0,2464 50— r=-0,1678 p=0,6039
® 9 o o
40— = 40—
S e S 8
Kl e © 3
N 30+ ° © N 30 N
Q 5] [} @
2 0 P = o : ®
= 20+ 3 = 20 @ e
o o e}
Q o
g_ 10 a 10+
> >
0 T T T T 1 0 T T T T T
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Blutzucker (mg/dl) Blutzucker (mg/dl)
B . D y
Kardiomyozyten LV Kardiomyozyten RV
50 r=0,1455 p=0,6731 50 r=0,04895 p=0,8861
= 40 ® = 40 ®
= (0] =
2 e o° 2 oa'® :
) @
30+ o i S 30- 6__,.._.49———-"0
$ . % ¥ 3 e o
£ 20 3 20
g g
é- 10| gw—
> >
0 T T T T 1 0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Blutzucker (mg/dl) Blutzucker (mg/dl)

Abb. 49. Korrelationsanalyse zwischen YAP-positiven Kardiomyozyten und Blutglukosewerten
A. linkes Atrium, B. linker Ventrikel, C. rechtes Atrium, D. rechter Ventrikel, n=10-12.

2.2.3. Ergebnisse der Genexpressionsanalyse

Im rechten Vorhof konnte eine signifikante Expressionsreduktion des YAP-1
Transkripts in Schweinen mit Dapagliflozin-Therapie beobachtet werden (YAP
RAFW C94Y versus C94Y+Dapa, *p=0,0115; Abb. 50C).

Die Expression von Amphiregulin (AREG) war in keiner der Herzregionen

signifikant unterschiedlich zwischen den Gruppen (Abb. 51A-D).
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Abb. 50. Genexpressionsanalyse Yes-assoziierten Proteins (¥YA4P-1). C94Y versus C94Y+
Dapagliflozin-Therapie A. linkes Atrium, B. linker Ventrikel, C. rechtes Atrium, D. rechter Ventrikel.
Jeweils n=9-10., *p<0,05, **p=<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, jeweils Mann-Whitney-Test.
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Abb. 51. Genexpressionsanalyse Amphiregulin (4REG). C94Y versus C94Y+ Dapagliflozin-
Therapie A. linkes Atrium, B. linker Ventrikel, C. rechtes Atrium, D. rechter Ventrikel. Jeweils n=9-

10, jeweils Mann-Whitney-Test.

Die Expression der Gene, welche Teil des TGF-B-Signalweges sind, zeigten
signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Die Expression von TGF-
S1 war in der Gruppe der Diabetestiere mit Dapagliflozin-Therapie im linken
Ventrikel und im rechten Vorhof signifikant reduziert, verglichen mit der Gruppe
ohne Therapie [TGF-#1 LV C94Y versus C94Y+Dapa, ***p<0,001 (Abb. 52B);
TGF-p1 RAFW C94Y versus C94Y+Dapa, **p=0,0084 (Abb. 52C)]. Die
Expression von SMAD3 war im linken Ventrikel, im linken Atrium, sowie im
rechten Atrium in der Gruppe der Diabetestiere mit Dapagliflozin-Therapie
signifikant reduziert, verglichen mit den Tieren ohne Therapie [SMAD3 LAFW
C94Y versus C94Y+Dapa, ***p=0,0002 (Abb. 52E); SMAD3 LV C94Y versus
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C94Y+Dapa, *p=0,0147 (Abb. 52F); SMAD3 RAFW C94Y versus C94Y+Dapa,
*p=0,0147 (Abb. 52G)]. Die Expression von COL1A1 war in der Gruppe der
Dapagliflozin-therapierten Tiere im Bereich des linken Ventrikels signifikant
reduziert [COL1A1 LV C94Y versus C94Y+Dapa, **p=0,0068 (Abb. 52J)].
Fibronektin zeigte eine signifikante Expressionsreduktion der Diabetesgruppe mit
Therapie im Bereich des linken Atriums verglichen mit den nicht therapierten
Tieren [FN1 LAFW C94Y versus C94Y+Dapa, **p=0,0021 (Abb. 52M)].
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Abb. 52. Genexpressionsanalyse der Gene des TGF-Signalwegs. A. TGF-f1: linkes Atrium, B.
TGF-p1: linker Ventrikel, C. TGF-$1: rechtes Atrium, D. TGF-f1: rechter Ventrikel; E.
SMAD3: linkes Atrium, F. SMAD3: linker Ventrikel, G. SMAD3: rechtes Atrium, H. SMAD3:
rechter Ventrikel; I. COL1A1: linkes Atrium, J. COL1A1: linker Ventrikel, K. COL1A1: rechtes
Atrium, L. COL1A1: rechter Ventrikel; M. FN1: linkes Atrium; N. FN1: linker Ventrikel, O.
FN1: rechtes Atrium, P. FN1: rechter Ventrikel , C94Y versus C94Y+ Dapagliflozin-Therapie, n=

9-10, p<0,05, **p=<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, jeweils Mann-Whitney-Test.
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Die Genexpressionsanalyse der Matrix-Metalloproteinase 2 (MMP2), des ECM-
assoziierten Gens CTGF, sowie des Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 zeigten
signifikant reduzierte Genexpressionen in der Dapagliflozin-Gruppe im Bereich des
linken Ventrikels [MMP2 LV C94Y versus C94Y+Dapa, **p=0,0052 (Abb. 53B);
CTGF LV C94Y versus C94Y+Dapa, **p=0,0052 (Abb. 53F); PAI-1 LV C94Y
versus C94Y+Dapa, **p=0,0039 (Abb. 53J)].
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Abb. 53. Genexpressionsanalyse von MMP (A-D), CTGF (E-H) und PA4I-1 (I-L). A. MMP2:
linkes Atrium, B. MMP2: linker Ventrikel, C. MMP2: rechtes Atrium, D. MIMP2: rechter Ventrikel;
E. CTGF: linkes Atrium, F. CTGF: linker Ventrikel, G. CTGF: rechtes Atrium, H. CTGF: rechter
Ventrikel: I. PAI-1: linkes Atrium, J. PAI-1: linker Ventrikel, K. PAI-1: rechtes Atrium, L. PAI-1:
rechter Ventrikel; C94Y versus C94Y+ Dapagliflozin-Therapie, n= 9-10, p<0,05, **p<0,01,
*HEkp<0,001, ***¥*p<0,0001, jeweils Mann-Whitney-Test.

Im Bereich der proinflammatorischen Gene war die Expression des Macrophage
Migration Inhibitory Factor im linken Vorhof und im linken Ventrikel in der
Gruppe der Diabetestiere mit Dapagliflozin-Therapie signifikant reduziert
verglichen mit den Tieren ohne Therapie. Die Expressionsanalyse des CC-
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Chemokinligand-2 (CCL2) zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen
beiden Gruppen [MIF LAFW C94Y versus C94Y+Dapa, ***p=0,0006 (Abb.
54A); MIF LV C94Y versus C94Y+Dapa, ****p<0,0001 (Abb. 54B)].

B C
MIF LAFW MIF LV MIF RAFW D MIF RV

fadakad ok kok 0,4359 >0,9999
6 6 6 64 ~—
.
Q Q
Q Q
@ 4- & 4 8 4 ® 4
o ° @ o) [
(8] (8] b 6
& ; = £ £
o o
S 2 S 2 3 2 324 |
w o w e e
o OOO R o o go
Oo,
0- O—M 0 oot pEER | ﬁ [ 7]

C94Y Co4Y+ C94Y Co4Y+ C94Y Co4Y+ C94Y Co4Y+
Dapa Dapa Dapa Dapa

E CCL2 LAFW F CCL2 LV G CCL2 RAFW H CCL2RV

0,2110 0,4813 0,0892 0,6842
40 40 40 40
® 30- ° ® 30 @ 30- ® 30
7} 17} 1] ]
© © © ©
o g ¢ B 2 o
2 20~ 2 20 2 20+ 2 20
o/ B o o k=4 °
(5} o (5] [5) [5) 5
w10 o w10 s B 104 W 10
a°° T & B
0- O—Aﬁ—-— O—W 0—4*—-—
C94Y C94Y+ C94Y C94Y+ C94Y C94Y+ C94Y C94Y+
Dapa Dapa Dapa Dapa

Abb. 54. Genexpressionsanalyse der proinflammatorischen Gene MIF (A-D) und CCL2 (E-H).
A. MIF: linkes Atrium, B. MIF: linker Ventrikel, C. MIF: rechtes Atrium, D. MIF: rechter
Ventrikel; E. CCL2: linkes Atrium, F. CCL2: linker Ventrikel, G. CCL2: rechtes Atrium, H.
CCL2: rechter Ventrikel. C94Y versus C94Y+Dapagliflozin-Therapie, n= 9-10, p<0,05, **p=0,01,
*H*p<0,001, *¥***p=<0,0001, jeweils Mann-Whitney-Test.
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V. DISKUSSION

1. Wabhl der Tierart

Vorhofflimmern ist die hdufigste Herzrhythmusstérung im Menschen (Andrade et
al.,, 2014). In der kardiovaskuldren Forschung hat die Verwendung von
Schweinemodellen in den vergangenen Jahrzehnten an Bedeutung gewonnen und
gilt auch als vielversprechendes Modell fiir die Erforschung des VHF (Schittler et
al.,  2020). Durch  ihre  anatomischen, = hamodynamischen  und
elektrophysiologischen Eigenschaften, welche groRe Ahnlichkeit zum Menschen
aufweisen, sind Schweine fir kardiologische Fragestellungen besonders geeignet
und weisen somit groRe Vorteile gegentiber Nagermodellen auf (Clauss et al., 2019,
Frydrychowski et al., 2020, Schittler et al., 2020).

Aufgrund ihrer Korper- und HerzgrolRe weisen Nagetiere wesentliche Unterschiede
zum Menschen hinsichtlich physiologischer Parameter (Ruheherzfrequenz,
Blutdruck, Atemfrequenz etc.), hd&modynamischer und elektrophysiologischer
Eigenschaften auf (Kaese et al.,, 2012). Schweine sind hinsichtlich ihrer
KorpergroRe, -gewicht und Herzgewicht dem Menschen sehr dhnlich, was sich in
der groRen Ubereinstimmung zahlreicher Eigenschaften wie Ruheherzfrequenz,
Blutdruck und Atemfrequenz verdeutlicht. Dies lasst sich ebenso fir die
anatomischen Merkmale des Herzens beschreiben, da sie dem Menschen in Bezug
auf die Klappenanatomie und Koronaranatomie sehr ahneln. Auch hinsichtlich ihrer
elektrophysiologischen Eigenschaften (z.B. Dauer und Morphologie des
Aktionspotentials) gibt es groRe Ubereinstimmungen, da sie fast identische
lonenkandle wie der Mensch exprimieren (Clauss et al., 2019, Schittler et al.,
2020). Diese Vorteile ermdglichen eine zuverlassige Ubertragbarkeit der
gewonnenen Daten vom Schwein auf den Menschen. Dariiber hinaus kann aufgrund
der anatomischen Ahnlichkeiten bei der Durchfiinrung von Experimenten das in der
Humanmedizin verwendete Standardequipment verwenden werden (Schttler et
al., 2020). Durch gezielte genetische Manipulation kénnen im Schwein mittlerweile
auch genetisch veranderte Tiere generiert werden (Renner et al., 2013, Park et al.,
2015). Aus ethischer Sicht ist in den meisten Landern die Verwendung von
Schweinen verglichen mit anderen Groftiermodellen zu Forschungszwecken
gesellschaftlich  vertretbarer (Schittler et al.,, 2020). VHF wurde in
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Schweinemodellen reproduzierbar induziert, u.a. in Modellen des atrialen
Tachypacings und der Ischdmischen Kardiomyopathie (Clauss et al., 2020,
Frydrychowski et al., 2020).

Viele Studien konnten aufweisen, dass eine Erkrankung an Diabetes mellitus das
Risiko fir die Ausbildung von VHF deutlich erhoht (Kannel et al., 1998). Jedoch
sind die diabetes-spezifischen zelluldaren und molekularen Mechanismen, welche
VHF beglnstigen, bislang unvollstéandig verstanden (Bohne et al., 2019). Schweine
gelten als klassische Tiermodelle in der diabetischen Forschung (Renner et al.,
2016a). Gegenuber nicht-humanen Primaten ist ihre Verwendung von groRerer
ethischer Akzeptanz, ihre Reproduzierbarkeit ist deutlich ergiebiger und bedarf
eines geringeren Zeitaufwands. Auch Methoden fur genetische Veranderungen sind
etabliert, was einen grofen Vorteil auch gegeniber Hundemodellen aufweist.
Aulerdem ermdglicht es ihre Kérpergrolie eine angemessene Menge an Proben zu
gewinnen unter Verwendung geringerer Tierzahlen und gewahrleistet somit eine
adaquate Anwendung des 3R-Prinzips (Renner et al., 2016b, Renner et al., 2020).
Spezifisch fir die Erforschung von Diabetes mellitus weist das Schwein einige
weitere relevante Vorteile gegenuber Nagern auf. Sie zeigen &hnliche
Nichternblutglukosespiegel, den gleichen zirkadianen Rhythmus und ein
diskontinuierliches Nahrungsverhalten wie der Mensch. Sie teilen gastrointestinale
Eigenschaften und eine sehr ahnliche omnivore Ernahrungsweise (Renner et al.,
2016b). Im Unterschied zu Nagern basiert ihr Energiehaushalt bzgl. der
Thermogenese nicht auf braunem Fettgewebe, da Schweine kein UCP 1
(engl.:uncoupling protein 1) kodieren (Jastroch et al., 2015). Das porzine Insulin
unterscheidet sich nur in einer Aminoséure von dem des Menschen. Aus diesem
Grund wurde es lange Zeit als therapeutisches Mittel in der Humanmedizin
verwendet, bevor es durch rekombinantes Humaninsulin ersetzt wurde. Auch die
Struktur und Vaskularisation der Inselzellen, ebenso wie das Verhaltnis zwischen
endokrinen Zelltypen und Betazellmasse weist groBe Ahnlichkeiten mit dem
menschlichen Organismus auf (Hoang et al., 2014, Renner et al., 2016b, Bakhti et
al., 2019, Renner et al., 2020).

Zusammenfassend l&sst sich somit sagen, dass die Verwendung der Spezies
Schwein durch die benannten Vorteile, als die am besten geeignete Spezies fiir die

vorliegende Arbeit angesehen werden kann.
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2. Wabhl des Tiermodells

Wie bereits beschrieben existieren fur VHF eine Vielzahl unterschiedlicher
Modelle. Diese unterscheiden sich sowohl im Induktionsverfahren als auch in der
Anwendung der Spezies (Schuttler et al., 2020). Sie sollten entsprechend der zu
untersuchenden Fragestellung des Experiments und der addquaten Tierart kritisch
hinterfragt und entsprechend ausgewéhlt werden (Clauss et al., 2019). Eine Vielzahl
der Modelle zur Untersuchung von VHF wird unter Verwendung des atrialen
Tachypacings durchgefuhrt. Hierbei wird unter Verwendung spezieller
Schrittmacher das Substrat fur VHF verursacht. 1995 zeigten Wijffels et al. zum
ersten Mal, dass Tachykardie-induziertes Remodeling einen dem VHF
zugrundeliegenden Mechanismus darstellt, der durch progressive Verkirzung der
atrialen effektiven Refraktarzeit (AERP) gekennzeichnet war (Wijffels et al., 1995).
In diesem im Schaf induzierten Modell konnte gezeigt werden, dass VHF-
begunstigende Verénderungen durch VVHF selbst verursacht werden, ein Phdnomen,
das als ,,VHF erzeugt VHF* beschrieben wurde (Allessie et al., 2001b). Zum
heutigen Tag ist bekannt, dass VHF selbst, aber auch andere Trigger einen
progressiven Prozess des proarrhythmischen Remodlings in den Atrien induzieren.
Studien im Schwein von Schwarzl et al. und Kazui et al. zeigten hierbei das
Auftreten von strukturellen Veranderungen und der Ausbildung von Fibrose in den
Atrien (Kazui et al., 2015, Schwarzl et al., 2016b). Auch in weiteren Studien konnte
die besondere Eignung des Schweinemodells fiir die Untersuchung des
strukturellen Remodelings bei Tachypacing-induziertem VHF aufgezeigt werden
(Manninger et al., 2018, Citerni et al., 2020).

Aufgrund der verschiedenen Formen des Diabetes mellitus existieren hierzu
ebenfalls verschiedene Tiermodelle (King, 2012), welche im Detail bereits
beschrieben wurden. Zusammenfassend gibt es vier verschiedene Ubergeordnete
Methoden zur Induktion eines Diabetes mellitus, welche ebenso beim Schwein
Anwendung finden. Hierbei weist die genetische Verdnderung der Tiere, im Fall
der vorliegenden Arbeit die Verdnderung des INS-Gens, einige Vorteile im
Vergleich zu anderen Methoden auf. Die Manifestation der Erkrankung im INSC%4Y-
Schweinemodell &hnelt der Erkrankung bei Menschen mit der INS©%Y-Mutation.
In beiden Fallen kommt es zu einer Akkumulation von fehlerhaft gefaltetem (Pro)-
Insulin im endoplasmatischen Retikulum. Dieser Zustand fuhrt zu Stress im ER und

resultiert in der Apoptose der pankreatischen -Zellen. Der Untergang der -Zellen
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verursacht eine reduzierte Insulin-Sekretion und Hypoinsulinamie (Liu et al.,
2010). Das von Renner et al. generierte INS®®*Y-Schweinemodell ist mit dem
Ins2/k8-Mausmodell vergleichbar, iiberwindet jedoch aufgrund seiner Ahnlichkeit
zum Menschen (Metabolismus, Gewicht, KdrpergrofRe, Erndhrungsweise) viele
Limitationen des Nagermodells. Die Tiere zeigen bereits kurz nach der Geburt
erhohte Nuichternblutglukosespiegel. Im Alter von 4,5 Monaten zeigen sie bereits
eine um 72%, reduzierte B-Zellmasse sowie einen um 60% reduzierten
Insulinspiegel verglichen mit ihren Wurfgeschwistern (Wolf et al., 2023). Dieses
Tiermodell bietet aufgrund seines eindeutig definierten Krankheitsbeginns und des
stabilen Phé&notyps grol’e Vorteile gegenlber anderen Modellen (Renner et al.,
2013). Der chirurgische Eingriff der Pankreatektomie bspw. ist hoch invasiv,
zeitaufwendig und auch kostenintensiv. Die Verwendung von B-Zell-toxischen
Substanzen, wie bspw. Streptozotocin oder Alloxan kann Wirkungsunterschiede in
den verschiedenen Individuen aufweisen, was eine Vergleichbarkeit erschwert
(Renner et al., 2013). Ebenfalls gelten die Substanzen als toxisch, was sich auch in
anderen Organen ausprégen kann und somit Komplikationen oder Tierverluste zur
Folge haben kann (Dufrane et al., 2006, King, 2012). Eine Diabetes mellitus
Induktion mittels hochkalorischer Didt weist im Gegensatz zur genetischen
Verénderung ebenfalls Limitationen auf. Zwar begunstigt diese die Entwicklung
von Ubergewicht (Renner et al., 2016b), Insulinresistenz und verringerter
Glukosetoleranz, fuhrt alleinstehend jedoch nicht zu einer ausreichenden
Hyperglykamie in Schweinen (Feng et al., 2015, Panasevich et al., 2018). Aus
diesem Grund ist eine Kombination mit -Zell-toxischen Substanzen notwendig,
um die B-Zellmasse zu reduzieren (Koopmans et al., 2006). Zuzuglich zu den
bereits beschriebenen Komplikationen durch toxische Behandlungen, missen die
Tiere ebenfalls vor katabolischen oder ketoazidotischen Zustdnden geschutzt
werden (Koopmans et al., 2011, Ludvigsen et al., 2015). Dariiber hinaus spielt auch
der genetische Hintergrund der Tiere einen entscheidenden Einfluss auf die
diatetische Induktion des Diabetes mellitus (Neeb et al., 2010, Zhang et al., 2019a).

Zusammenfassend betrachtet erscheint das INS®®*Y-Schweinemodell als sehr
adaquates Modell zur Untersuchung der in dieser Arbeit formulierten Hypothese.
Durch den stabilen Phanotyp und den eindeutig definierten Krankheitsbeginn lassen
sich die Auswirkungen auf das kardiovaskuldre System und seine Manifestation

gezielt und zuverlassig evaluieren (Renner et al., 2013). Die Untersuchung der
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elektrischen und strukturellen Remodelingprozesse, die zu VHF fiihren, wurden
bereits im Schwein etabliert (Schittler et al., 2020). Die Untersuchung der
Diabetes-induzierten profibrotischen Mechanismen kann durch die Verwendung
des INS®®*Y-Modells ab einem sehr frithen Alter der Tiere gewahrleistet werden,
was im Schweinemodell durch seine rapide Wachstumsrate wichtig ist. Ebenfalls
bestehen groBe Ahnlichkeiten in Anatomie, Himodynamik, Elektrophysiologie und
Metabolismus zwischen Schweinen und Menschen, was eine bestmdgliche
Ubertragbarkeit der generierten Daten gewahrleistet und somit ein entscheidender
Beitrag in der Erforschung komplexer pathologischer Mechanismen geleistet

werden kann.
3. Diskussion der Ergebnisse

3.1. Hamodynamik

Diabetes mellitus stellt einen unabhangigen Risikofaktor fir die Ausbildung von
VHF dar. Atriales strukturelles Remodeling, v.a. Fibrose gilt hierbei als ein
wichtiges Substrat fur Diabetes mellitus-assoziiertes VHF (Staerk et al., 2017). Die
Ausbildung einer Herzinsuffizienz und die Ausbildung und Progression von VHF
stehen im starken Zusammenhang und kénnen sich gegenseitig bedingen (Fauchier
et al., 2023). Studien zufolge haben Diabetes mellitus Patienten ein 2-fach erhéhtes
Risiko fir die Ausprdagung einer systolischen und diastolischen
Funktionseinschrankung des Myokards (Jia et al., 2018), welche sich in drei
Formen der Herzinsuffizienz manifestieren kann: Herzinsuffizienz mit erhaltener
Ejektionsfraktion (HFpEF), mit reduzierter Ejektionsfraktion (HFrEF), als auch
dem intermedidaren Typ (HFmrEF) (Lehrke et al., 2017). Durch die Insuffizienz
kommt es zu Kompensationsmechanismen des Herzens, um weiterhin ein
ausreichendes Herzzeitvolumen zu gewahrleisten. Die daraus resultierende
Rechtsverschiebung der Druck-Volumen-Kurve filhrt zu  vermindertem
Schlagvolumen und erhéhten enddiastolischen Driicken, welche eine Dilatation des
Ventrikels begunstigen konnen. Kennzeichen fir die Ausbildung einer HFrEF ist
neben der Reduktion der LV-Pumpfunktion eine Zunahme des LVEDP, welcher
jedoch in allen Gruppen ahnlich war. Die Therapie mit Dapagliflozin hatte keinen
Einfluss im Vergleich zu den Tieren ohne Therapie, ein Befund, der in einer Studie
in diabetischen Mausen ebenfalls gezeigt wurde (Tian et al., 2021). Mit den in

dieser Arbeit verwendeten Methoden kann eine Herzinsuffizienz mit erhaltener
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Ejektionsfraktion (HFpEF) nicht untersucht werden, weshalb keine Aussage zur
Ausbildung einer Herzinsuffizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion getroffen
werden kann. Da die Ausbildung einer systolischen Herzinsuffizienz mit einer
vermehrten Fibrose in engem Zusammenhang steht (Van Heerebeek et al., 2008),
konnte in dieser Arbeit anhand des unverdnderten LVEDPS kein Hinweis auf eine
systolische Herzinsuffizienz  festgestellt werden. Die Ausbildung einer
ventrikuldren Herzinsuffizienz mit erhéhten atrialen Fillungsdruck bedarf eines
Manifestationszeitraumes (Jankauskas et al., 2021), der evtl. in den verwendeten
Tieren im Alter von 5-6 Monaten nicht erreicht wurde und somit keine

Veranderungen festgestellt werden konnten.

3.2. Elektrophysiologische Untersuchung

Wie bereits erwahnt, bedarf es fur die Ausbildung von VHF sowohl eines Triggers,
als auch eines Substrats (Schotten et al., 2011). Da eine spontane Ausbildung von
VHF in den meisten Tierarten bislang nicht beobachtet wurde, wurde die
Vulnerabilitat fur VHF mittels Stimulation durch atriale Burststimulation tberpruft.
Hierbei wurde VHF als Vorhofarrhythmie mit atrialer Tachykardie,
unregelméBigen RR-Intervallen und einer Dauer von mindestens 10 Sekunden
definiert. Die Vulnerabilitat fir VHF war in Diabetesschweinen, verglichen mit den
Wildtypen signifikant erhoht. Diese konnte durch die Therapie mit Dapagliflozin
signifikant reduziert werden. In einer Studie mit Akita-Mdusen als auch in
Streptozotocin-induzierten  diabetischen  Méausen  wurde eine erhohte
Induzierbarkeit von VHF durch Burst-Pacing beobachtet (Polina et al., 2020). Nur
2 der 22 Wildtypen zeigten VHF, wohingegen 13 der 27 Akita-Mduse VHF
entwickelte, wobei die Ergebnisse der Streptozotocin-behandelten Mause
vergleichbar waren. Dieses Ergebnis ging einher mit einer verlangerten Dauer der
VHF-Episoden auf Seiten der Akita-Mause (62% 5-30 sec., 23% >30 sec.), auch
hier war das Ergebnis der Streptozotocin-Mé&use dhnlich (Polina et al., 2020). Auch
Watanabe et al. zeigten eine erhohte Vulnerabilitat fir VHF in Streptozotocin-
induzierten diabetischen Ratten (Watanabe et al., 2012). In einem Hundemodell fur
VHF (wochentliches Tachypacing in nicht-diabetischen Hunden) wurde gezeigt,
dass die Vulnerabilitdt fur VHF bei Tieren mit SGLT2-Therapie signifikant
reduziert werden konnte (Nishinarita et al., 2021). Dass die SGLT2-Inhibition auch
unabhangig von einer Diabeteserkrankung rhythmusstabilisierende Effekte zu

haben scheint, legt auch eine Metastudie mit einer totalen Anzahl von 63,604
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Patienten nahe, die eine Reduktion der VHF-Inzidenz um 18% unter Therapie mit
SGLT2-Inhibitoren zeigte (Zheng et al., 2022).

Ebenfalls war bei der elektrophysiologischen Untersuchung eine verkdrzte atriale
effektive Refraktarperiode ab einer Basiszykluslange von 450 ms in der Gruppe der
C94Y -Tiere verglichen mit der Wildtypgruppe zu erkennen. Eine verkirzte AERP
als Korrelat des proarrhythmogenen Remodelings wurde erstmals von Wijffles et
al. in dem bereits beschriebenen Schaf-Modell aufgezeigt (Wijffels et al., 1995).
Die erhohte Anfalligkeit fur VHF war assoziiert mit einer Verkiirzung der AERP
bis zu 55% sowohl in Schafen als auch in spéteren Studien in Hunden (Wijffels et
al., 1995, Yue et al., 1997). In Schafen fuhrte atriales Tachypaching zu progressiven
Veranderungen der lonenkandle, wie bspw. einer Reduktion von lca und einer
Steigerung von lkz, Ikur und Ik ach, SO dass die Repolarisation verandert war, was zu
einer Verkirzung der AERP fuhrte (Nattel et al., 2020). Die physiologische atriale
Refraktarperiode der Kardiomyozyten verhindert den Eintritt von Reentry-
Kreislaufen. Sofern die Refraktarzeit jedoch verkdrzt ist, kdnnen Zellen zu einem
friheren Zeitpunkt erregbar sein, wodurch Reentry-Kreislaufe ermdglicht werden
und zur Ausbildung von VHF flhren kann (Lammers et al., 1993, Allessie et al.,
2001b). In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass Schafe, welche einem
4-wochigen Tachypacing ausgesetzt waren, nach einer Woche Ruhezeit im
Sinusrhythmus, bei erneutem Pacing zwar eine verstarkte Vulnerabilitat fur VHF
aufwiesen, diese jedoch unabhéangig von einer Veranderung der AERP war (Todd
et al., 2004). In einem Hundemodell des VHF konnte unter Anwendung von
Canagliflozin eine Reduktion der atrialen effektiven Refraktirperiode (AERP)
beobachtet werden (Nishinarita et al., 2021). Obwohl INS®®4Y-Schweine, die mit
Dapagliflozin behandelt wurden, eine reduzierte Vulnerabilitat fiir Vorhofflimmern
zeigten, konnte eine Veranderung der AERP durch die Therapie mit Dapagliflozin
in dieser Arbeit nicht beobachtet werden. Diese Beobachtungen weisen darauf hin,
dass zusatzlich zum elektrischen Remodeling auch weitere Faktoren an der
Entstehung von VHF beteiligt sein missen. Strukturelles Remodeling gilt hierfiir
als wichtiger Kandidat (Schotten et al., 2011).

Aus diesem Grund widmet sich der histologische und molekularbiologische Teil
dieser Arbeit dem proarrhythmischen strukturellen Remodeling, sowie dessen

mdogliche Beeinflussung durch Dapagliflozintherapie.
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3.3. Masson-Trichrom-Goldner Farbung

Strukturelles Remodeling der Atrien, v.a. eine VergroRerung der Atrien und
Gewebsfibrose (Nattel et al., 2014), bilden essentielle Faktoren in der Pathogenese
von VHF (Schotten et al., 2011). Diabetes mellitus ist assoziiert mit vermehrter
Fibrosebildung, so dass atriales strukturelles Remodeling auch als wichtiges
Substrat flr Diabetes mellitus-assoziiertes VHF gilt (Bohne et al., 2019).

In der angefertigten Arbeit wurde mittels Masson-Goldner-Trichrom Farbung die
Ausbildung von Fibrose in den folgenden sechs Herzregionen quantifiziert: linkes
Atrium, linkes Herzohr, linker Ventrikel, rechtes Atrium, rechtes Herzohr und
rechter Ventrikel. Anhand von Korrelationsanalysen konnte ein deutlicher
Zusammenhang zwischen der Blutglukose und der Auspragung der Fibrose
aufgezeigt werden. Da die Fibrose in finf von sechs Herzregionen in den
Diabetestieren signifikant erhdht war, unterstitzt diese Arbeit die Hypothese, dass
Diabetes mellitus die Auspragung interstitieller Fibrose und somit strukturelles
Remodeling begunstigt.

Verglichen mit den Wildtypen zeigten die Diabetestiere sowohl im linken als auch
im rechten Atrium signifikant mehr Fibrose. Im Akita-Mausmodell konnte
ebenfalls eine deutliche Zunahme an Fibrose in den Atrien mittels Pico-Sirius-
Farbung nachgewiesen werden (Krishnaswamy et al., 2015). Ein Ergebnis, welches
ebenso in den Atrien von Streptozotocin-induzierten diabetischen Ratten
nachweisbar war (Kato et al., 2008, Li et al., 2016). Auch der linke und rechte
Ventrikel zeigten eine signifikante Steigerung der Fibrose in der Gruppe der
Diabetestiere. Dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit Studien an
ventrikuldren Fibroblasten in Leptin-defizienten Mausen (BKS.Cg-Dock7 +/+
Leprd®@®) “welche eine erhéhte Kollagen Typ | Produktion zeigten (Hutchinson et
al., 2013). Auch in ventrikuldaren Fibroblasten hyperglykdamischer Ratten wurde
eine erhohte Produktion von Kollagen Typ | nachgewiesen, in den Herzohren zeigte
hingegen nur das linke Herzohr eine signifikante Steigerung der Fibrose verglichen
mit den Wildtyptieren (Fiaschi et al., 2014).

Obwohl Dapagliflozin-behandelte Schweine signifikant weniger Vorhofflimmern
zeigten, war die Fibrose in keiner der sechs untersuchten Herzregionen signifikant
reduziert. Auch ein Zusammenhang zwischen Blutglukosewerten und der
Ausbildung von Fibrose war in der Korrelationsanalyse nicht zu erkennen. In

diabetischen Mé&usen konnte hingegen ein lindernder Effekt von Empagliflozin
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gezeigt werden, jedoch wurde hier keine Unterscheidung der Herzregionen
vorgenommen, es handelte sich um ein polygenetisch verédndertes Nagermodell
(KK-Mé&use) und es wurde ein anderer SGLT2-Hemmer (Empagliflozin)
verwendet, was u.U. die unterschiedlichen Effekte bedingen kénnte (Li et al.,
2019). Eine Studie in Streptozotocin-induzierten diabetischen Ratten zeigte einen
lindernden Effekt auf die Ausbildung kardialer Fibrose im linken Ventrikel durch
Dapagliflozin, die Fibrose in den VVorhtfen wurde hingegen nicht untersucht (Tian
et al., 2021). Ein mildernder Effekt von Dapagliflozin auf das strukturelle
Remodeling konnte in dieser Arbeit in keiner der Herzregionen beobachten werden.
Da in diesen Studien entweder keine Unterteilung der Herzregionen vorgenommen
wurde, oder nur der linke Ventrikel untersucht wurde, koénnen sie keine
Erkenntnisse Uber den Effekt von Dapagliflozin auf die Vorhofe liefern. Die
vorliegende Arbeit kdnnte somit erste Hinweise daftr liefern, dass eine Behandlung
mit Dapagliflozin die Induzierbarkeit fir VHF zwar signifikant reduziert, dieser
Mechanismus jedoch nicht auf einer Reduktion der Fibrose in den Atrien

zuriickzufihren ist.

3.4. Immunfluoreszenzfarbung von YAP

Die Aktivierung der Fibroblasten und die damit zusammenhéngende
Differenzierung zu Myofibroblasten kann durch verschiedene Faktoren begunstigt
werden. Mechanischer Stress, Ischdamie, Entziindung, reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) und hochfrequente elektrische Aktivitdt bilden bekannte Trigger. Jedoch
sind die genauen Mechanismen bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht vollkommen
verstanden (Yong et al., 2015). Da die Aktivierung des Yes-assoziierten Proteins
(YAP) neuen Studien zufolge ein wichtiger Faktor im pathologischen ECM-
Remodeling darzustellen scheint (Perestrelo et al., 2021, Mia et al., 2022b), wurde
anhand einer Immunfluoreszenzfarbung der Anteil an Y AP-positiven Fibroblasten
in den folgenden Herzregionen bestimmt: linkes Atrium, linker Ventrikel, rechtes
Atrium und rechter Ventrikel. In allen vier Herzregionen zeigten die Diabetestiere
einen signifikant erhéhten Anteil an Y AP-positiven Fibroblasten im Vergleich zu
den Tieren der Wildtypgruppe. Mittels Korrelationsanalyse konnte ein
Zusammenhang zwischen YAP-positiven Fibroblasten und den entsprechenden
Blutglukosewerten dargestellt werden. Auch in einem diabetischen Rattenmodell
konnte durch immunhistochemische Farbungen und Western Blots ein ahnlicher

Befund aufgezeigt werden (Hu et al., 2021). In besagter Studie zeigte sich ebenfalls,
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dass eine YAP-Inhibition die Proteinexpression von Fibronektin und CTGF in
kardialen Fibroblasten und damit die interstitielle Fibrose signifikant reduzierte. In
einem Rattenmodell der diabetischen Kardiomyopathie bestétigte sich dieser
Befund, auch hier wurde durch Inhibition des YAP in Fibroblasten die
Proteinexpression von CTGF, Fibronektin und SMAD3 signifikant vermindert (Yu
etal., 2021).

Um einen therapeutischen Effekt von Dapagliflozin auf die Expression von YAP in
kardialen Fibroblasten zu untersuchen, wurde die Gruppe der Diabetestiere mit den
Dapagliflozin therapierten Diabetestieren verglichen. Hierbei zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede in den vier Herzregionen. Auch eine Korrelation
zwischen Blutglukosewerten und der YAP-Expression war nicht zu erkennen. Da
zum jetzigen Zeitpunkt keine Studien Uber mdogliche Effekte von Dapagliflozin
oder anderen SGLT2-Hemmern auf die YAP-Expression im Herzen existieren,
untersuchte diese Arbeit zum ersten Mal einen moglichen Effekt. Zwar zeigte eine
Studie in der Niere einen Effekt von Dapagliflozin auf die Y AP-Expression, dieser
konnte jedoch in keiner der untersuchten Herzregionen bestatigt werden. Diese
Arbeit weist somit erstmals darauf hin, dass eine Therapie mit Dapagliflozin keinen
Effekt auf die YAP-Expression in kardialen Fibroblasten hat.

Da Investigationen des Hippo-Signalwegs darauf hinweisen, dass YAP neben
Effekten auf Fibroblasten und der damit verbundenen Fibroseausbildung auch
Effekte auf andere Zelltypen des Herzens hat, wurde ebenfalls die Y AP-Expression
in den Kardiomyozyten, den Hauptzellen des Herzens, untersucht. In Studien, in
welchen YAP in adulten Kardiomyozyten von Mausen aktiviert wurde, konnte eine
Verbesserung der Herzfunktion und eine erhohte Uberlebensrate nach
Myokardinfarkt gezeigt werden (Lin et al., 2014, Leach et al., 2017). In dieser
Arbeit konnte ausschlieBlich im linken Ventrikel eine signifikante Zunahme an
Y AP-positiven Kardiomyozyten auf Seiten der Diabetestiere festgestellt werden.
Signifikante Verdnderungen in den Atrien wurden nicht beobachtet. Die
Korrelationsanalyse zeigte ebenfalls einen Zusammenhang des Blutglukosespiegels
und der YAP-positiven Zellen in beiden Ventrikeln. Auch hier blieb eine
signifikante Veranderung in den Atrien aus. Der Vergleich zwischen Diabetestieren
mit und ohne Therapie zeigte hingegen keine signifikanten Unterschiede. Dieses
Resultat legt nahe, dass atriales strukturelles Remodeling bei Diabetes mellitus
durch die Hochregulation von YAP vorwiegend in den kardialen Fibroblasten



V. Diskussion 137

induziert werden konnte. Als bedeutender Transkriptionsfaktor konnte YAP durch
Induktion profibrotischer Zielgene diese Effekte bewirken. Um dies nédher zu

untersuchen, wurde eine Genexpressionsanalyse durchgefuhrt.

3.5. Genexpressionsanalyse

Um die histologischen Ergebnisse zu bestatigen und die moglichen Effekte von
Y AP auf profibrotische Signalkaskaden zu untersuchen, wurde die Genexpression
von YAP, seiner ECM-Zielgene sowie seiner profibrotischen und

proinflammatorischen Zielgene mittels Real-Time-RT-PCR untersucht.

Die Genexpression von YAP1 war im linken und rechten Atrium bei den
Diabetestieren signifikant erhoht. Eine signifikante Reduktion der YAP1-
Expression zeigte sich im rechten Atrium nach Dapagliflozin-Therapie. Ein
ahnliches Ergebnis zeigt sich in einer Studie von Hu et al., in der eine erhthte Yapl-
Expression in kardialen Fibroblasten diabetischer Ratten nachgewiesen werden
konnte (Hu et al., 2021). Eine Unterteilung der verschiedenen Herzregionen fand in
dieser Studie jedoch nicht statt. Eine kirzlich erschienene Studie in der Niere
brachte zum ersten Mal den therapeutischen Effekt von Dapagliflozin in direkten
Zusammenhang mit seiner Wirkung auf das YAP (Feng et al., 2023). Hierbei wurde
gezeigt, dass eine Behandlung mit Dapagliflozin die Yap-Expression reduzierte,
was ebenfalls fur seine profibrotischen Zielgene Ctgf und Areg galt. Diese Studie
weist darauf hin, dass Dapagliflozin einen YAP-regulierenden Effekt auf
Inflammation, oxidativen Stress und Fibrose aufweist. Da YAP in den Atrien der
Diabetestiere erhoht exprimiert war, deutet dies darauf hin, dass YAP durch eine
Erkrankung an Diabetes mellitus in den Atrien hochreguliert wird und somit als
profibrotischer und proinflammatorischer Mediator bei Diabetes mellitus gelten
konnte. Eine Therapie mit Dapagliflozin zeigte auRerdem einen YAP-reduzierenden
Effekt im rechten Atrium. Ein ausbleibender Effekt der Dapagliflozin-Therapie auf
histologischer Ebene kdnnte darauf zurtickzufiihren sein, dass die YAP-Expression
regional unterschiedlich sein konnte, da sich die histologische Untersuchung nur
auf einen spezifischen Ausschnitt bezieht. Eine weitere Erkl&rung kdnnte aul3erdem
ein zeitlicher Effekt sein, da eine Genexpression zeitlich schneller ist und auf
Proteinebene eine langere Behandlungsdauer nétig sein kdnnte, um Effekte zu

erzielen.

Die Expression von Amphiregulin (AREG), welches an Prozessen wie
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Zellproliferation, Apoptose und der Differenzierung von Fibroblasten beteiligt ist
und ein Mediator des profibrotischen Transforming Growth Factor  (TGF-f1) ist,
war in der Diabetesgruppe sowohl im linken als auch im rechten Atrium erhéht.
Der Vergleich zwischen den Diabetestieren mit und ohne Dapagliflozin zeigte
keine signifikanten Unterschiede. In einem Mausmodell wurde gezeigt, dass eine
Aktivierung von AREG im Herzen zu einer verstarkten Kollagensynthese fuhrte
(Liu et al., 2020). In einem weiteren Mausmodell fir Lungenfibrose konnte
dargestellt werden, dass AREG als wichtiger Mediator der profibrotischen Aktivitat
des Transforming Growth Faktor B (Tgff) gilt (Zhou et al., 2012). Die vorliegenden
Ergebnisse weisen ebenfalls darauf hin, dass AREG ein wichtiger profibrotischer
Faktor in den Atrien von Diabetestieren sein konnte, dieser jedoch nicht durch eine
Dapagliflozin-Therapie beeinflusst wird.

Die gesteigerte Expression von profibrotischen Zytokinen wie bspw. dem TGF-p,
welches u.a. SMAD3 phosphoryliert und damit aktiviert, hat groen Einfluss auf
die Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten, Kollagensynthese und
der Expression von Fibronektin (Duprez et al., 2018). In der erfolgten Arbeit konnte
eine signifikante Expressionssteigerung des 7GFp-1 in der Gruppe der
Diabetestiere im Bereich des linken Atriums, als auch im linken Ventrikel
beobachtet werden. Eine signifikante Reduktion der TGF-f Expression war durch
die Therapie mit Dapagliflozin im rechten Atrium und im linken Ventrikel zu
beobachten. In einem diabetischen Mausmodell konnte gezeigt werden, dass
Fibroblasten der Herzventrikel eine erhthte Expression des Tgf/ und Kollagen Typ
1 (Collal) aufwiesen, eine Untersuchung der Vorhofe wurde nicht durchgefiihrt
(Hutchinson et al., 2013). Ebenfalls konnte YAP als Mediator des TGF-p-SMAD-
Signalwegs in renaler Fibrogenese nachgewiesen werden (Szeto et al., 2016). Auch
SMAD3 war in der Gruppe der Diabetiker im linken Atrium signifikant erhoht
exprimiert, ein Trend der ebenfalls im rechten Atrium als auch im linken Ventrikel
zu beobachten war. Eine signifikante Reduktion der SMAD3-Expression durch
Dapagliflozin-Therapie war in allen Regionen, aulRer dem rechten Ventrikel
ersichtlich. In einem Myokardischdmie-Modell in Schweinen konnte nach Therapie
mit Canagliflozin eine deutliche Reduktion von Fibrose im Myokardgewebe (ohne
Unterteilung der Herzregionen) in einer Masson-Trichrom-Farbung gezeigt
werden, jedoch zeigte sich keine signifikant reduzierte Genexpression von SMAD3
und TGF-g (Sabe et al., 2023). Der connective tissue growth factor (CTGF) wird
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mit verschiedenen fibrotischen Dysregulationen in Zusammenhang gebracht und
wird durch Fibroblasten nach Aktivierung des TGF-B-Signalwegs produziert. In
einem Modell fur chronische Herzinsuffizienz wurde CTGF als essentieller Faktor
flr atriale Fibrose identifiziert (Burstein et al., 2008). In der hier gezeigten Analyse
konnte eine signifikante Expressionssteigerung an CTGF auf Seiten der
Diabetestiere im rechten Atrium gezeigt werden. Auch in einem diabetischen
Rattenmodell wurde nachgewiesen, dass CTGF auf Proteinebene in den Atrien der
Diabetestiere signifikant erhoht war. Die Genexpression war durch die Therapie mit
Dapagliflozin im Bereich des linken Ventrikels signifikant reduziert. In einer Studie
von Tian et al. konnte ebenfalls aufgezeigt werden, dass die Genexpression von
Ctgf und Tgf-g in Streptozotocin-induzierten diabetischen Ratten im linken
Ventrikel durch die Gabe von Dapagliflozin signifikant reduziert wurde (Tian et al.,
2021). Die Ergebnisse der Genexpression des Plaminogen-Aktivatior-Inhibitor-1
(PAI-1), welcher eine (bersteigerte Akkumulation von Kollagen und anderen
ECM-Proteinen begunstigt (Ghosh et al., 2012), zeigten eine gesteigerte Expression
in der Diabetesgruppe im linken Atrium. In einer Studie konnte gezeigt werden,
dass eine Ausschaltung des Yap in diabetischen Ratten zu einer reduzierten
Proteinexpression von CTGF und PAI-1 fuhrt. Genexpressionsanalysen fur Pai-1
bestatigten dieses Ergebnis, jedoch wurde in dieser Studie keine Unterteilung der
verschiedenen Herzregionen vorgenommen (Hu et al., 2021). Die Dapagliflozin-
Therapie verursachte eine Reduktion von PAI-1 in der Diabetesgruppe im linken
Ventrikel. Diese Ergebnisse zeigen, dass alle untersuchten profibrotischen Gene im
Bereich des linken und rechten Atriums in der Gruppe der Diabetestiere
hochreguliert waren. In drei dieser Gene zeigte sich aulerdem ein mildernder Effekt
durch Dapagliflozin-Therapie im rechten Atrium. Dies weist darauf hin, dass
Diabetes mellitus die Expression dieser profibrotischen Gene in den Atrien
verstérkt, was grotenteils durch Dapagliflozin im rechten Atrium reduziert wurde.
Trotz dieser Verdnderungen auf Gen-Ebene konnte histologisch kein Effekt
beobachtet werden. Auch hier wére eine mogliche Erklarung fur das Ausbleiben
eines therapeutischen Effekts des Dapagliflozins, die regionalen Unterschiede
innerhalb des histologischen Gewebes, als auch ein zeitlicher Effekt, da eine
Genexpression zeitlich schneller ist und auf Proteinebene eine langere

Behandlungsdauer notig sein konnte, um Effekte zu erzielen.
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Im Bereich der ECM-Gene zeigte sich eine Expressionssteigerung von COL1A1 auf
Seiten der Diabetesgruppe verglichen mit Wildtypen im rechten Ventrikel. Eine
Reduktion der COL1A1-Expression konnte durch die Therapie mit Dapagliflozin in
allen vier Herzregionen erzielt werden, war jedoch nur im Bereich des linken
Ventrikels signifikant. In einem Rattenmodell zeigten Landry et al., dass eine
Uberexpression von Yap die Expression von Collal in kardialen Fibroblasten in
vitro steigerte (Landry et al., 2021). FN1 war hingegen im rechten Atrium und
rechten Ventrikel in der Gruppe der Wildtypen signifikant erhoht. Auf Proteinebene
zeigten Molina et al. eine verstarkte Expression an FN1 und COL1AL in Patienten
mit Herzinsuffizienz mit und ohne VHF (Molina et al., 2018). Durch die Therapie
von INSC94Y-Schweinen mit Dapagliflozin zeigte sich eine signifikante Reduktion
der Expression von FN1 im linken Atrium. Die Matrix Metalloproteinase 2
(MMP2) ist ein Protein, welches die ECM abbaut (Fan et al., 2012), und zeigte im
rechten Ventrikel eine signifikant erhéhte Expression in den Wildtypen.
Zusammenfassend zeigte sich mehrheitlich eine verstérkte Expression der meisten
untersuchten ECM-Zielgene auf Seiten der Diabetesgruppe im Bereich des linken
Atriums, was auf einen profibrotischen Effekt durch Diabetes mellitus hinweist.
Eine Behandlung mit Dapagliflozin zeigte einen groRtenteils reduzierenden Effekt

im rechten und linken Atrium.

Im Bereich der proinflammatorischen Zielgene von YAP zeigte der Macrophage
Migration Inhibitory Factor (MIF), ein Zytokin, welches in Patienten mit
Vorhofflimmern erhoht ist und durch Aktivierung des TGF-B-Signalwegs kardiale
Fibrose begunstigt, eine signifikant erhdhte Expression auf Seiten der Diabetiker
im linken Vorhof. Die Expression von MIF im rechten Atrium war hingegen in den
Diabetestieren signifikant erhéht. Die Therapie mit Dapagliflozin reduzierte die
Expression von MIF im linken Atrium und im linken Ventrikel signifikant. Im
Menschen konnte gezeigt werden, dass die Serumkonzentration von MIF in
Patienten mit VHF deutlich erhoht ist (Wan et al., 2018). Bioinformatische
Analysen zur Identifizierung VHF-assoziierter Gene zeigten auRerdem, dass MIF
in Patienten mit VHF deutlich hochreguliert war (Pan et al., 2022). Das
proinflammatorische Zytokin CCL2, welches von Fibroblasten sezerniert wird,
zeigte wie MIF eine verstarkte Expression auf Seiten der Diabetiker im linken
Atrium und eine verstarkte Expression der Wildtypgruppe im rechten Atrium. In

kardialen Fibroblasten konnte ein direkter Zusammenhang zwischen der
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Expression von Yap und der Expression proinflammatorischer Gene, mitunter auch
Ccl2, demonstriert werden. Hierbei wurde jedoch nur Gewebe aus den linken
Ventrikeln verwendet (Francisco et al., 2021). Ein Effekt von Dapagliflozin war in
keiner Herzregion zu beobachten. Diese Befunde zeigen eine verstarkte Expression
der proinflammatorischen Zielgene in der Gruppe der Diabetestiere im linken
Atrium. Eine Behandlung mit Dapagliflozin schien aullerdem die Expression der
profibrotischen Zielgene im linken Atrium zu reduzieren. Somit scheint Diabetes
mellitus v.a. im linken Atrium die Expression proinflammatorischer Gene zu

verstarken, was durch Dapagliflozin gemildert werden konnte.

Zusammenfassend l&sst sich erkennen, dass alle untersuchten Gene in der Gruppe
der Diabetestiere verglichen mit den Wildtypen im Bereich des linken Atriums
verstéarkt exprimiert sind (Tabelle 1). Ein ahnliches Ergebnis zeigte sich im rechten
Vorhof mit Ausnahme der proinflammatorischen Zielgene MIF und CCL2, die eine
reduzierte Expression zeigten. Die Therapie mit Dapagliflozin zeigte im Bereich
des rechten Atriums eine Reduktion von YAP und dessen profibrotischen und ECM-
Zielgenen. Im linken Atrium konnte teilweise eine Reduktion der profibrotischen
und proinflammatorischen Zielgene beobachtet werden, wobei YAP und AREG eine
gesteigerte Expression nach Dapagliflozin-Therapie zeigten. Da insbesondere im
rechten Vorhof die Diabetes-assoziierten Genexpressionsanderungen von YAP und
dessen Zielgenen durch Behandlung mit Dapagliflozin teilweise normalisiert
wurden, konnten YAP-vermittelte Mechanismen eine wichtige Rolle spielen,
welche nicht in direkter Verbindung zum klassischen strukturellen Remodeling
stehen, da ein Effekt von Dapagliflozin auf die Ausbildung von Fibrose ausblieb.



V. Diskussion 142
Gruppe
C94Y vs. WT C94Y vs. C94Y+DAPA
Gen
LA LV RA RV LA LV RA RV
YAP ™ - T J (™) = N2 =
AREG ™ N2 T = (™) 3 (V) s
e roticch TGF-8 ™ (1) | (1) J (\) J N2 =
i G;’:SC e SMAD3 | M [ M) [ M )| v [V | V]| -
CTGF (1) - ™ = - N2 = =
PAI-1 ™ = (™) = = J (V) s
COL1A1 (™) = = J (V) J (V) S
ECM-Gene FN1 (™) N% N% - N% ()
MMP2 (™) - - = (V) J ) | ()
Pro- MIF N - N% - N2 N2 = S
Inflammatorische cClL2
Gene T (V) N% = (V) = - -

Tabelle 1. Ubersicht der Ergebnisse der Genexpressionsanalyse der Zielgene des Yes-assoziierten-

Proteins (YAP); (t=signifikant erhéht, (1)= erhéht, |=signifikant reduziert, (|) reduziert).
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Vorhofflimmern (VHF) ist die hdufigste Herzrhythmusstérung im Menschen. Die
derzeitigen Therapiemoglichkeiten weisen grof3e Limitationen auf und gehen zum
Teil mit erheblichen Nebenwirkungen einher. Die zugrundeliegenden
proarrhythmischen Mechanismen, welche das Auftreten und die Manifestation von
VHF beglnstigen, sind bis zum heutigen Tag nur unzureichend verstanden,
weshalb die derzeitige Behandlung mehrheitlich auch symptomatische, nicht aber
kausale Therapien umfasst. Bekannt ist, dass elektrische und strukturelle
Remodelingprozesse die wesentlichen Aspekte der Pathophysiologie darstellen und
zur Bildung eines proarrhythmischen Substrats flihren. Ein wichtiger Risikofaktor
flur das Auftreten von VHF ist Diabetes mellitus. Die kausalen Zusammenhénge
sind nur unzuldnglich verstanden, allerdings scheint das strukturelle Remodeling,
insbesondere die Bildung von Fibrose, ein Schlisselmechanismus zu sein, der
mdoglicherweise durch Diabetes mellitus induziert wird. Studien zeigen, dass eine
Therapie mittels SGLT2-Hemmern VHF in Patienten mit Diabetes mellitus

reduzieren kann.

Da das Yes-assoziierte Protein (YAP) als wichtiger Mediator profibrotischer
Prozesse gilt, wurde die Hypothese aufgestellt, dass YAP einen essenziellen
Mediator fur strukturelle atriale Remodelingprozesse und eine erhéhte Anfalligkeit
fur VHF bei Diabetes mellitus darstellt, was durch eine Therapie mittels SGLT2-

Hemmer (Dapagliflozin) beeinflusst werden kann.

Um die komplexen hamodynamischen und elektrophysiologischen Eigenschaften
des VHF in Bezug auf eine Diabetes mellitus Erkrankung nachzuvollziehen und
innovative Therapieansatze zu generieren, bedarf es einer kliniknahen Abbildung
der Erkrankungen in Tiermodellen. Durch eine monogenetische Verénderung der
Tiere zeigten diese einen stabilen Phanotyp des permanenten neonatalen Diabetes
mellitus (PNDM), welcher mit einer Apoptose der B-Zellen einhergeht. Die
Vulnerabilitat fir VHF wurde in diesem Modell mittels Burst-Stimulation
untersucht. Insgesamt wurden 45 Schweine verwendet und in folgende Gruppen
unterteilt: Schweine mit Diabetes mellitus (INS©**Y/ C94Y/DM; n=18), Schweine
ohne Diabetes mellitus (Wildtyp/WT; n=17), sowie Schweine mit Diabetes mellitus
und Dapagliflozin-Therapie (INS®®*Y/ C94Y+Dapa/DM+Dapa; n=10). Bei allen
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Tieren wurden 12-Kanal-EKGs, Rechts- und Linksherzkatheteruntersuchungen
und invasive elektrophysiologische Untersuchungen (EPU) durchgefihrt.
AnschlieBend wurden histologische Untersuchungen und Genexpressionsanalysen
von YAP und YAP-assoziierten profibrotischen Zielgenen mittels gPCR
durchgefiihrt.

Durch diese Arbeit konnte gezeigt werden, dass die genetisch verdnderten INS©%4Y-
Schweine eine signifikant erhohte Vulnerabilitat fir VHF zeigen. Diese konnte
durch die Therapie mit Dapagliflozin signifikant reduziert werden.
Elektrophysiologische Verdnderungen konnten bei Diabetestieren ohne Therapie
aufgezeigt werden. Die Behandlung mit Dapagliflozin konnte diese VVeranderungen
nicht beeinflussen, so dass mdogliche Dapagliflozin-Effekte auf das strukturelle
Remodeling auf histologischer und molekularbiologischer Ebene untersucht
wurden. In der histologischen Untersuchung mittel Masson-Trichrom-Goldner
Farbung konnte im linken und rechten Atrium, als auch in beiden Ventrikeln eine
signifikante Steigerung an interstitieller Fibrose in den INS®®4Y-Schweinen
festgestellt werden. Die Therapie mit Dapagliflozin zeigte jedoch keinen Einfluss
auf die Ausbildung der Fibrose. In der Immunfluoreszenz zeigte sich eine
signifikante Steigerung von YAP-positiven Fibroblasten in der Gruppe der INS®%4Y-
Schweine in allen vier Herzregionen. In einer Korrelationsanalyse konnte ein
direkter Zusammenhang zwischen den Blutglukosewerten und den Y AP-positiven
Nuklei der Fibroblasten aufgezeigt werden. Die Behandlung mit Dapagliflozin
beeinflusste dieses Ergebnis allerdings nicht. Des Weiteren wurde mittels gPCR die
Expression von YAP und seiner Zielgene, sowie der mogliche Effekt von
Dapagliflozin auf deren Expression untersucht. Hier zeigte sich in den INS%Y-
Schweinen eine Hochregulation des YAP und seiner profibrotischen Zielgene v.a.
im Bereich des linken und rechten Atriums. Eine Behandlung mit Dapagliflozin
zeigte in v.a. einen reduzierenden Effekt von YAP und seiner profibrotischen und

ECM-Zielgene im Bereich des rechten Atriums.

Diese Ergebnisse bestatigen, dass die Erkrankung an Diabetes mellitus das Risiko
erhoht, an Vorhofflimmern zu erkranken. Neben elektrischem, scheint
insbesondere auch strukturelles Remodeling im Vorhof fiir dieses erhéhte Risiko
verantwortlich zu sein. Aullerdem weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass YAP
durch erhohte Blutglukosewerte in den Fibroblasten verstarkt exprimiert wird und
somit ein wichtiger Mediator fur die Diabetes-vermittelte Fibrosebildung sein
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kdnnte. Zudem zeigte sich, dass die Behandlung mit Dapagliflozin das Risiko fir
Vorhofflimmern signifikant reduziert, diese protektiven Effekte scheinen jedoch
nicht auf einer Beeinflussung der atrialen Fibrosebildung zu beruhen. Da aber
insbesondere im rechten Vorhof die Diabetes-assoziierten
Genexpressionsanderungen von YAP und dessen Zielgenen durch Behandlung mit
Dapagliflozin zumindest teilweise wieder normalisiert werden, kdnnten YAP-
vermittelte Mechanismen dennoch eine Schlisselrolle spielen, mdglicherweise

jenseits des ,klassischen elektrischen oder strukturellen Remodelings.

Somit liefert diese Arbeit erste wichtige Einblicke in die dem erhéhten Risiko fir
Vorhofflimmern bei Diabetes mellitus zugrundeliegenden Mechanismen.
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VIlI. SUMMARY

The role of the Yes-associated protein (YAP) in proarrhythmic to atrial

fibrillation leading structural remodeling in the diabetic heart

Atrial fibrillation (AF) is the most common arrythmia in humans. Current
therapeutic strategies show great limitations and can be accompanied with severe
side effects. The main proarrhythmic mechanisms leading to AF are still
incompletely understood. This is why most treatment options are symptomatic
rather than targeting causal mechanisms. Electrical and structural remodeling
processes represent the main aspects in AF pathophysiology and contribute to a
proarrhythmic substrate. Diabetes mellitus is an important risk factor for the
development of AF in patients. The causal mechanisms are still inadequately
understood, but a growing body of evidence suggests that structural remodeling,
particularly the formation of fibrosis, is one of the key mechanisms in diabetes
mellitus induced AF. Recent studies have shown that the treatment with SGLT2-

inhibitors can reduce AF in patients with diabetes mellitus.

The Yes-associated protein (YAP) is an important mediator of profibrotic
processes. Thus, the hypothesis of the project was that Y AP is an essential mediator
for structural atrial remodeling processes and for increased vulnerability for AF in
diabetes mellitus, which could be affected by the treatment with the SGLT2-
inhibitor Dapagliflozin.

To gain better insights of in vivo mechanisms and to further investigate histological
and molecular changes in diabetes-associated AF, a genetically modified pig model
(monogenic mutation in the INS gene) with a stable phenotype of permanent
neonatal diabetes mellitus (PNDM) was used. AF inducibility was studied by burst
pacing. The studies were operated in a total of 45 animals, which were divided into
the following three groups: pigs with diabetes mellitus (INS“®*Y/ C94Y/DM; n=18),
wildtype pigs without diabetes mellitus (wildtype/WT; n=17), as well as pigs with
diabetes mellitus treated with Dapagliflozin (INS®*Y/C94Y+Dapa/DM+Dapa;
n=10).

All animals were characterized in vivo by a 12-lead ECG, a right and a left heart
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catheter examination and an invasive electrophysiological study including atrial
burst stimulation to assess inducibility of arrhythmias. Furthermore, fibrosis was
quantified histologically and gene expression analysis for YAP and Y AP-associated

profibrotic, ECM- and proinflammatory target genes was performed by gPCR.

Genetically modified INS®®**Ypigs displayed a significantly higher vulnerability for
AF. This effect was significantly reduced by treatment with Dapagliflozin.
Electrophysiological changes were revealed in the INS®®*Ypigs without treatment,
but Dapagliflozin treatment showed no effects on these parameters. Therefore, the
potential effects of Dapagliflozin on structural remodeling was assessed by
histology and gene expression analysis. Using Masson-Trichrome-Goldner
staining, a significantly increased interstitial fibrosis was displayed in left and right
atria and both ventricles in the INS®®*Ypigs. The treatment with Dapagliflozin did
not reveal an effect in the formation of fibrosis. Immunofluorescence staining
showed a significant increase of YAP-positive fibroblasts in the INS©**Y-pigs in all
four examined heart regions. A correlation analysis revealed a direct relationship
between blood glucose levels and the number of YAP-positive fibroblasts. No
effect was observed by the treatment with Dapagliflozin. INS©**"-pigs showed an
upregulation of YAP and its profibrotic target genes mainly in the regions of the left
and right atria. The treatment with Dapagliflozin showed effects on YAP and partly

on its profibrotic and ECM target genes in the right atrium.

These results confirm that diabetes mellitus is an important risk factor for AF.
Besides electrical remodeling, it appears that particularly structural remodeling in
the atria is responsible for this elevated risk since significantly enhanced atrial
fibrosis was observed. Moreover, the results indicate that high blood glucose levels
enhance the expression of YAP in cardiac fibroblasts suggesting that YAP could be
an important mediator for diabetes-induced formation of fibrosis. The treatment
with Dapagliflozin revealed a significant reduction in AF vulnerability. However,
this protective effect was not due to a reduction in atrial fibrosis. Since the gene
expression of YAP and partly of its target genes were normalized by Dapagliflozin
treatment mainly in the right atrium, YAP could play a key role in AF, potentially

by affecting non-classical remodeling mechanisms in the heart.

Therefore, this work reveals first important insights in the elevated risk for AF in

diabetes mellitus and its underlying mechanisms.
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