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Hinweis zur geschlechtergerechten Sprache

Aus Grinden der besseren Lesbarkeit wird in dieser Dissertation bei Personen-
bezeichnungen das generische Maskulinum verwendet. Diese Formulierung be-
zieht sich selbstverstandlich auf Personen jeden Geschlechts gleichermalien.
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1.  Wissenschaftlicher Hintergrund

1.1 Vorhofflimmern

Vorhofflimmern stellt die haufigste Form der kardialen Rhythmusstérung dar und
ist aufgrund potenzieller schwerwiegender Komplikationen, wie Schlaganfall oder
Herzinsuffizienz, mit einer erheblichen Morbiditat und Mortalitat assoziiert (2-4).
Aufgrund der globalen demografischen Alterung sind sowohl die Inzidenz als
auch die Pravalenz des Vorhofflimmerns in den vergangenen zwei Jahrzehnten
signifikant angestiegen (3). Dies stellt bereits heute und insbesondere in der Zu-

kunft eine erhebliche soziobkonomische Herausforderung dar (3, 5).

1.1.1 Epidemiologie des Vorhofflimmerns

Das Risiko an Vorhofflimmern zu erkranken steigt mit zunehmendem Alter konti-
nuierlich an (6). Weltweit haben sich Inzidenz und Pravalenz des Vorhofflim-
merns in den letzten 50 Jahren verdreifacht (5). Derzeit sind in Europa etwa 9
Millionen Menschen Uber 55 Jahre von dieser Herzrhythmusstérung betroffen (5).
Zudem ist ein anhaltender Anstieg der Pravalenz auch bei jungeren Patienten zu
beobachten (7). Die Geschlechterverteilung zeigt eine hdhere Inzidenz und Pra-
valenz bei Mannern, wahrend Frauen eine hohere krankheitsbedingte Mortali-
tatsrate aufweisen (4). DarUber hinaus bestehen globale Unterschiede in der Er-
krankungshaufigkeit, wobei Nordamerika und Europa die am starksten betroffe-

nen Regionen darstellen (vgl. Abb. 1) (6).

Regional prevalence
(per 100,000 population)

WNorth America (2,364)

BWestern Europe (1,880)

MEastern Europe (1,758)

MEast Asia (974)

WSoutheast Asia (632)

M(Central Asia (628)
South Asia (535)

M Latin America and the Caribbean (430)
Middle East and North Africa (314)
Oceania (310)

Sub-Saharan Africa (134)

Abbildung 1. Regionale Pravalenz von Vorhofflimmern auf Falle/100.000 Einwoh-
ner, Abbildung von Brundel et al. 2022 (6).
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1.1.2 Diagnostik und Einteilung

Vorhofflimmern gehort zu den supraventrikularen Herzrhythmusstérungen und ist
durch eine unkoordinierte atriale Erregung und eine daraus resultierende unzu-
reichende Vorhofkontraktion gekennzeichnet (8). Diese unkoordinierte Erregung
fuhrt zu einer unregelmafigen ventrikularen Aktivitat (8). Im EKG zeigt sich Vor-
hoffimmern durch das Fehlen von P-Wellen sowie eine irregulare RR-Intervall-
abfolge (8). Gemal den ESC-Leitlinien von 2020 erfordert die Diagnose von Vor-
hofflimmern den Nachweis einer Flimmerepisode mit einer Mindestdauer von 30
Sekunden (9). Diese muss mittels eines 12-Kanal-Ruhe-EKGs oder eines 1-/3-

Kanal-Langzeit-EKGs dokumentiert werden (7, 9).

Mindestens ein Drittel der Patienten mit Vorhofflimmern bleibt asymptomatisch
(5). Treten Symptome auf, werden haufig Brustschmerzen, Leistungsminderung,
Dyspnoe und Palpitationen beschrieben (10). Aufgrund der potenziell schwerwie-
genden Folgen eines unbehandelten Vorhofflimmerns wird gemaf Evidenzgrad
1b ein Screening flr alle Patienten tber 65 Jahre empfohlen (9). Fur Patienten
Uber 75 Jahre oder mit einem erhdhten Risikoprofil wird ein Screening mit Evi-

denzgrad 2b empfohlen (9).

Anhand ihrer Symptome kdnnen Patienten mithilfe des EHRA-Scores in vier ver-

schiedene Gruppen unterteilt werden (vgl. Tabelle 1) (11).

EHRA | ohne Symptome

EHRA I milde Symptome ohne Einschrankun-
gen

EHRAII alltagliche Aktivitaten sind mit Ein-

schrankung noch moglich

EHRA IV alltagliche Aktivitaten kdénnen auf-
grund der Symptomschwere nicht
mehr bewaltigt werden

Tabelle 1. EHRA-Score, Tabelle modifiziert nach Romero et al. (11).
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Basierend auf der Dauer der Rhythmusstérung kdnnen vier unterschiedliche For-

men des Vorhofflimmerns voneinander abgegrenzt werden (vgl. Tabelle 2) (2).

Paroxysmales Vorhofflimmern Terminiert spontan von selbst mit ei-
ner Dauer von weniger als sieben Ta-
gen

Persistierendes Vorhofflimmern Vorhoffimmern mit einer Dauer von

mehr als sieben Tagen, kann Folge
von wiederauftretendem paroxysma-
lem Vorhofflimmern sein.

Terminiert nicht spontan.

Langanhaltendes, Vorhofflimmern mit einer Dauer von

persistierendes Vorhofflimmern mehr als 12 Monaten.

Rhythmisierungsversuche waren bis-
her erfolglos.

Permanentes Vorhofflimmern Vorhofflimmern ohne Ansprechen auf
antiarrhythmische Therapie.

Abbruch der aktuellen Therapie auf-

grund von Ineffektivitat.

Tabelle 2. Ubersicht iiber die verschiedenen Formen des Vorhofflimmerns, Tabelle
modifiziert nach Nesheiwat et al. (2).
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1.1.3 Atiologie

Als Ausldser von Vorhofflimmern sind primare von sekundaren Ursachen zu un-

terscheiden.

Primares Vorhofflimmern betrifft ca. 1,6 % bis 30 % aller Patienten mit Vorhof-
flimmern (12). Primar auftretendes Vorhofflimmern bezeichnet das erstmalige
Auftreten von Vorhofflimmern, insbesondere bei Patienten ohne vorbestehende
strukturelle Herzerkrankung (13, 14). Als potenzielle Ursache des primaren Vor-
hofflimmerns wird eine genetische Pradisposition diskutiert - eine positive Fami-
lienanamnese ist mit einem bis zu dreifach erhdhtem Risiko fur das Auftreten von
Vorhofflimmern assoziiert (12, 13). Als Ursache der genetischen Pradisposition
werden Mutationen in Genen die lonenkanale oder Zellverbindungen kodieren,
ein verandertes Zytoskelett, sowie modulierte Transkriptionsfaktoren verantwort-
lich gemacht (6). Der Begriff idiopathisches Vorhofflimmern wird fur tber 60-jah-
rige Patienten verwendet, bei denen keine Vorerkrankung als Ursache des Vor-

hofflimmerns bekannt ist (13).

Sekundares Vorhofflimmern entsteht infolge kardialer oder extrakardialer Erkran-
kungen (12). Zu den haufigen kardialen Ursachen zahlen ein akuter Myokardin-
farkt, kardiale chirurgische Eingriffe, Peri- oder Myokarditis, arterielle Hypertonie
sowie Kardiomyopathien (12). Extrakardiale Risikofaktoren sind beispielsweise
eine Erkrankung der Schilddrise oder ein bestehender Diabetes sowie Rauchen,
ein héheres Lebensalter, Ubergewicht oder Hypertonie (12, 15). Adipositas, de-
finiert als ein Body-Mass-Index von uber 30 kg/m?, stellt einen unabhangigen Ri-
sikofaktor fur die Entwicklung von Vorhofflimmern dar (4). Zudem ist bei adipdsen
Patienten das Risiko fiir den Ubergang von paroxysmalem zu permanentem Vor-
hofflimmern erhoht (4). Diabetes mellitus ist ein bedeutender Risikofaktor flir das
Auftreten von Vorhofflimmern (15). Manner mit Diabetes weisen ein um 40 %
erhohtes Erkrankungsrisiko auf, wahrend das Risiko bei Frauen mit Diabetes um
60 % erhdht ist (15). Zudem steigt das Risiko, an Vorhofflimmern zu erkranken,
pro Jahr der Diabetesdauer um weitere 3 % (15).
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1.1.4 Physiologie des kardialen Reizleitungssystems

Das menschliche Herz verflgt Uber ein spezialisiertes Erregungsbildungs- und -
leitungssystem, das die elektrische Erregung koordiniert und uber das Myokard
weiterleitet (16). Das gesamte Myokard besitzt prinzipiell die Fahigkeit zur auto-
nomen Erregungsbildung (16). Die elektrische Erregungsbildung im Herzen re-
sultiert aus dem spontanen intrazellularen Ein- und Ausstrom von lonen in die
Zelle, was zur Depolarisation und somit zur Auslosung des Aktionspotentials
fuhrt (17). Dieses wiederum fuhrt zu einer Kontraktion der Kardiomyozyten (17).
Die zeitliche und amplitudenmaRige Auspragung des Aktionspotentials variiert
in Abhangigkeit von Zelltyp und lokaler Position im Herzgewebe, wobei unter-
schiedliche lonenkanale und -stréme zu einer spezifischen Morphologie des Ak-

tionspotentials fuhren (17).

Das Aktionspotential des Arbeitsmyokards lasst sich prinzipiell in finf Phasen
unterteilen (Phase 0 bis Phase 4) (18, 19). In Phase 0 erfolgt die Depolarisa-
tion, die durch die Aktivierung spannungsabhangiger Natriumkanale und den
damit verbundenen schnellen Einstrom von Natriumionen ausgelost wird (18,
19). Phase 1 stellt die frihe Repolarisation dar, bei der die Natriumkanale inak-
tiviert werden und gleichzeitig schnelle, auswartsgerichtete Kaliumkanale akti-
viert werden, was zu einem raschen Kaliumausstrom fuhrt (18, 19). In Phase 2,
der Plateauphase, werden einwartsgerichtete Calciumkanale aktiviert und der
Einstrom von Calciumionen stabilisiert das Aktionspotential (18, 19). Phase 3
beschreibt die Repolarisation, bei der die Calciumkanale schlieen und der Ka-
liumausstrom zur Ruckkehr des Ruhemembranpotenzials beitragt (18, 19). In
Phase 4 wird das Ruhemembranpotenzial erreicht, wobei die lonenkonzentrati-
onen innerhalb und aufRerhalb der Zelle wieder in ihrem Gleichgewichtszustand
ist (vgl. Abb. 2) (18-20).
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Abbildung 2. Die vier Phasen des Aktionspotentials des Ventrikelmyokards. Phase 0) De-
polarisierung durch Offnung von Natriumkanalen (Ina). Phase 1) Aktivierung auswartsgerichteter
Kaliumkanale (lo, Ikur). Phase 2) Aktivierung einwartsgerichteter Calciumkanale (lcaL). Phase 3)
Offnung von Kaliumkanalen (Iks, lkr, lkach, Ik1) filhrt zum Kaliumausstrom. Phase 4) Ruhememb-
ranpotential, das durch Kaliumkanale (Ikacn, lk1) aufrechterhalten wird. Abbildung von Njegic et
al. (20).

Bei den Schrittmacherzellen des Herzens lassen sich drei Phasen des Aktions-
potentials unterscheiden (17). Phase 0 ist durch die Depolarisation gekenn-
zeichnet, die durch den Einstrom von Calciumionen in die Zelle ausgel6st wird
(17). Die Phasen 1 und 2 sind bei den Schrittmacherzellen nicht vorhanden
(17). In Phase 3, der Repolarisationsphase, kommt es zu einem Schliel3en der
Calciumkanale und Offnen der Kaliumkanale, was zu einem Ausstrom von Kali-
umionen fuhrt (17). In Phase 4 kommt es zu einem langsamen Natriumeinstrom
(17). Die Morphologie von Phase 4 variiert je nach Zelltyp, wobei die Schrittma-
cherzellen des Sinusknotens den schnellsten Natriumeinstrom aufweisen (17).
Uber die Dauer des Natriumeinstroms wird die Herzfrequenz reguliert, da dieser

das Depolarisationsmuster der Zellen beeinflusst (17).
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Sinusknoten

AV-Knoten

His-Blindel

linker
Tawara-Schenkel

Purkinje-Fasern Purkinje-Fasern

rechter Tawara-Schenkel

Abbildung 3. Erregungsbildungs- und Leitungsgewebe des Herzens. Die Erregung wird
vom Sinusknoten zum AV-Knoten weitergeleitet. Von dort aus gelangt sie tUber das His-Blindel
in das Ventrikel-Septum und tber den linken und rechten Tawara-Schenkel zu den Ventrikeln.
Die Purkinje-Fasern sorgen fiir eine Weiterleitung der Erregung in den Ventrikeln. Abbildung
von Larsen R. (16).

Der primare Schrittmacher des Herzens ist der Sinusknoten, der im Bereich des
rechten Atriums nahe der Einmindung der Vena cava superior lokalisiert ist
(16). Nachdem es uber das Aktionspotential zur Depolarisation der Zelle ge-
kommen ist, wird diese Erregung Uber das Herz weitergeleitet (16). Vom Sinus-
knoten aus erfolgt die Erregungsausbreitung Uber internodale Leitungsbahnen
zum AV-Knoten (16). Der AV-Knoten befindet sich im Bereich des Koch-Drei-
ecks an der Grenze zwischen rechtem Vorhof und rechtem Ventrikel und fun-
giert als sekundarer Schrittmacher sowie als physiologischer Verzdgerer der Er-
regungsleitung (16). Vom AV-Knoten aus erfolgt die Weiterleitung der Erregung

Uber das His-Blundel in das Ventrikelseptum, wo es sich in den rechten und
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linken Tawara-Schenkel aufspaltet (16). Uber die Purkinje-Fasern gelangt die
Erregung schlieBlich zu den Herzkammern, was zu einer koordinierten ventriku-
laren Kontraktion fuhrt (vgl. Abb. 3) (16).
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1.1.5 Pathophysiologie von Vorhofflimmern

Fir die Entstehung und den Progress von Vorhofflimmern sind zwei wesentliche
Faktoren entscheidend: Ektopie und Reentry (15).

Als Ektopie bezeichnet man Schrittmacherzellen aul3erhalb des physiologischen
Erregungszentrums (4), deren abnormale elektrische Aktivitat den physiologi-
schen Herzrhythmus ersetzt und zu einer irregularen Kontraktion der Vorhofe
fuhrt (6). Ursprung dieser irregularen Aktivitat sind zu 95 % die Ostien der Pul-
monalvenen im linken Vorhof oder (unter 5 %) Vena cava superior und inferior
(6). In seltenen Fallen konnten auch im rechten Vorhofohr oder rechten Vorhof
weitere ektope Foki identifiziert werden (21, 22).

Eine mogliche Ursache ektoper Erregungsbildung ist eine gesteigerte Spontana-
ktivitat von Schrittmacherzellen, die zu einer vorzeitigen Auslésung eines Akti-
onspotenzials fuhrt (23). Diese gesteigerte Spontanaktivitat kann unter anderem
durch eine Verminderung des auswartsgerichteten Kaliumstroms (lk1) oder eine
Zunahme des I+-Stroms (,funny current®) bedingt sein (vgl. Abb. 4) (23).

A Gesteigerte Spontanaktivitdt B EADs C DADs

Aktivierung des Ica.

} ) ’
J,’ N/ v/ N F T,
I\ Y b ¢ \‘/ et \\ OmV— g ] \ | \
I | %\ \ Py
L 3\ \ by 1y
1 \ | I
| “' . 4 \ | \ \
I L \ Vo
I \ \ : oy oy
’ 250 ms I‘" \ : ! Jl \
..... QO V. O l — L S ... — -80 mV k }T‘h“ﬂ/ \
Vermehrte Aktivierung des Is Calciumiiberschuss
Verminderte Aktivierung des I
Normales ___.____,_, Arrhythmogenes
Aktionspotential Aktionspotential

Abbildung 4. Mechanismen ektoper Erregung. A) Gesteigerte Spontanaktivitdt durch Ver-
mehrte Aktivierung des ,funny current” -Stroms (Ir) und verminderte Aktivierung des Kaliumstroms
(Ik1). B) Frihe Nachdepolarisation (EADs) durch Aktivierung von Calciumstromen (lcaL). C) Spate
Nachdepolarisation (DADs) durch Calciumiberschuss. Abbildung von Iwasaki et al. mit Modifika-
tion (23).
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Ein weiterer bedeutender Mechanismus, der zur Initiierung von Vorhofflimmern
beitragt, sind Nachdepolarisationen, welche in frihe Nachdepolarisationen
(EADs) und spate Nachdepolarisationen (DADs) unterschieden werden (24).
EADs treten wahrend der Plateauphase oder der Repolarisationsphase des kar-
dialen Aktionspotenzials auf und resultieren aus einer erneuten Depolarisation
der Membran, die durch eine verlangerte Aktionspotenzialdauer begunstigt wird
(24). EADs entstehen typischerweise infolge einer Reduktion auswartsgerichte-
ter lonenstrome oder durch eine Zunahme einwartsgerichteter Strome oder bei-
dem (25). Diese Veranderungen der lonenstrome resultieren haufig aus einer
Verlangerung des Aktionspotenzials, was durch eine verstarkte Aktivierung des
L-Typ-Calciumkanals (lca) zu einem vermehrten Calciumeinstrom fuhrt (23).
Diese Modifikation der lonenstrome kann zur Ausldsung von vorzeitigen Aktions-
potenzialen fuhren und somit die elektrische Stabilitat des Myokards stéren (vgl.
Abb. 4) (24).

Im Gegensatz dazu entstehen DADs nach vollstandiger oder fast vollstandiger
Repolarisation (Phase 4 des Aktionspotentials) und werden hauptsachlich durch
intrazellulare Kalziumuberladung verursacht (vgl. Abb. 4) (24, 26). Diese Kalzi-
umuberschusse flhren zu oszillierenden Membranpotentialen, die, wenn sie ei-
nen bestimmten Schwellenwert erreichen, selbststandig Aktionspotenziale aus-
lI6sen kdonnen (24). DADs kdnnen durch eine Vielzahl pathophysiologischer Zu-
stande ausgeldst werden, darunter Herzinsuffizienz, Hypokalidamie sowie ta-
chykarde Herzrhythmen (26). Eine mdgliche Ursache fir die Entstehung ektoper
Erregungen ist ein pathologischer Calcium-Ausstrom aus dem sarkoplasmati-
schen Retikulum (15). Dieser Prozess fuhrt Uber die Aktivierung eines einwarts-
gerichteten Natrium-Kanals zu einer spontanen Depolarisation der Kardiomyozy-
ten und tragt somit zur Initiierung von Vorhofflimmern bei (15). Sowohl EADs als
auch DADs tragen zur Entstehung von ,triggered activity bei, welche als poten-
zielle Ursache fur rhythmogene Ektopien und arrhythmogene Zustande, wie das
Vorhofflimmern, gilt (24, 27).

Die Voraussetzung fir die Aufrechterhaltung von Vorhofflimmern wird unter an-
derem durch Remodeling-Prozesse geschaffen (4). Remodeling-Prozesse kon-
nen sowohl als Ausldser von Rhythmusstérungen fungieren, als auch zur Auf-
rechterhaltung von Vorhofflimmern beitragen (28). Dabei fuhrt Vorhofflimmern

selbst zu weiteren strukturellen und elektrischen Veranderungen im
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Vorhofgewebe, wodurch die Persistenz der Arrhythmie begunstigt wird (28). Die-
ser selbstverstarkender Mechanismus wird als ,Vorhofflimmern bedingt Vorhof-
flimmern® bezeichnet (28). Als Reentry-Mechanismus bezeichnet man eine fort-
gesetzte Erregungsausbreitung im Myokard, wodurch es nach dem Ende der Re-
fraktarzeit zu einer erneuten Aktivierung des Herzgewebes kommt (29). Die Ur-
sachen von Reentry sind vielfaltig (30). Unter anderem kann eine Modifikation
kardialer lonenkanale sowie eine reduzierte Funktion und Expression von Gap
Junctions, im Zuge eines elektrischen Remodelings, zur Ausbildung proarrhyth-
mischer Reentry-Substrate beitragen (30). Ein vermehrter oxidativer Stress, zum
Beispiel im Rahmen einer diabetischen Stoffwechsellage, kann sekundar tber
Veranderungen kardialer lonenstrome nicht nur die Entstehung friher Nachde-
polarisationen begunstigen, sondern dartber hinaus auch die Ausbildung von
Reentry-Mechanismen férdern (30). Bei Diabetes konnte beispielsweise eine ver-
mehrte Akkumulation von Makrophagen in den Vorhéfen im Rahmen einer im-
munologischen Veranderung nachgewiesen werden (31). Diese Makrophagen
hemmen durch die Freisetzung von IL-13 die atrialen Calciumstrome, was zur
elektrischen Instabilitat beitragt (31). Auch strukturelle Veranderungen, wie eine
Dilatation der Vorhofe oder interstitielle Fibrose, werden mit der Ausbildung ar-
rhythmogener Reentry-Mechanismen in Verbindung gebracht, da sie die die Bil-

dung von Reentry-Kreisen fordern konnen (32).

Die zugrunde liegenden Mechanismen der einzelnen Subtypen des atrialen Re-

modelings werden im Kapitel 1.4 ausflhrlicher erlautert.
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1.1.6 Therapie von Vorhofflimmern

Im Jahr 2024 wurden neue ESC-Leitlinien zur Therapie des Vorhofflimmerns ver-

offentlicht, in denen das AF-CARE-Konzept als strukturierter Ansatz fur Diagnos-

tik und Therapie herangezogen wird (vgl. Tabelle 3) (33).

) C — ,Comorbidity*

Management von Komorbiditaten und Ri-
sikofaktoren

1)) A — ,Avoid*

Vermeidung thromboembolischer Ereig-
nisse

1)} R — ,Reduce”

Reduktion von Symptomen durch Fre-
quenz- und Rhythmuskontrolle

IV)  E - ,Evaluation”

Evaluation und Neubewertung

Tabelle 3. AF-CARE-Konzept zur Behandlung von Vorhofflimmern, Tabelle modifiziert nach

Wolfes et al. (33).

) Komorbiditaten

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung von Vorhofflimmern ist es entscheidend, re-

levante Komorbiditaten zu identifizieren und adaquat zu behandeln (8). Hierzu

gehort insbesondere die korrekte Einstellung der arteriellen Hypertonie, die ge-

Zielte Therapie der Herzinsuffizienz sowie die Behandlung eines Diabetes melli-

tus (8).
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) Vermeidung thrombembolischer Ereignisse

Je nach Kombination bestimmter Risikofaktoren kann Vorhofflimmern das Risiko
fur einen Schlaganfall um das Funffache erhdéhen (6). Der modifizierte CHA,DS,-
VA-Score (vgl. Tabelle 4) dient als Entscheidungsgrundlage zur Beurteilung der
Notwendigkeit einer oralen Antikoagulation bei Patienten mit Vorhofflimmern (8).
In den aktualisierten ESC-Leitlinien von 2024 wurde die Geschlechtskomponente
aus der Bewertung entfernt (8). Zur Thrombembolieprophylaxe werden neue
orale Antikoagulantien (NOAKS) und Faktor-10-Inhibitoren eingesetzt (34).

Zur Beurteilung des Blutungsrisikos unter Therapie mit oralen Antikoagulanzien
wird der HAS-BLED-Score herangezogen (vgl. Tabelle 4) (6). Ein Score-Wert von
Uber drei Punkten weist auf ein erhdhtes Blutungsrisiko hin und erfordert eine
sorgfaltige Abwagung der Antikoagulationstherapie sowie eine engmaschige
Uberwachung (35). Ab einem CHA2DS2-Va-Score von einem Punkt sollte eine
orale Antikoagulation in Erwagung gezogen werden (34). Falls eine langfristige
Antikoagulationstherapie nicht durchgefuhrt werden kann, stellt der invasive Ver-
schluss des linken Vorhofohrs eine alternative Strategie zur Schlaganfallpraven-
tion dar (34). Dies ist insbesondere relevant, da sich Thromben bei Vorhofflim-

mern bevorzugt in diesem Bereich bilden (34).

CHA2DS2VA- Punkt HAS-BLED Punkt
Score Score
Herzinsuffizienz | 1 Hypertonie (sys- | 1
tolisch Uber 160
mmHgQ)
Hypertension 1 Abnormale Nie- | Je 1
ren-/Leberfunk-
tion
Alter Uber 752 Schlaganfall 1
Jahre
Diabetes mellitus | 1 Blutung in der |1
Anamnese
Schlaganfall/TIA | 2 Labile INR-Ein- | 1

stellung
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Vaskulare Erkran- | 1 Alter Uber 651
kungen Jahre

Alter zwischen | 1 Medikamente, Al- | Je 1
65-74 Jahre kohol

Tabelle 4. CHA2DS>-VA-Score und Has-Bled-Score. Der CHA;DS,-VA-Score schatzt
das Thrombembolierisiko ein und bietet eine Entscheidungshilfe zur Beurteilung der Not-
wendigkeit einer oralen Antikoagulation bei Vorhofflimmern. Uber den Has-Bled-Score
kann das Blutungsrisiko unter einer oralen Antikoagulation abgeschéatzt werden (35). Ta-
belle modifiziert nach Lane et al. (35).

) Frequenz und Rhythmuskontrolle

Vorhofflimmern verursacht einen unregelmafigen und haufig beschleunigten
Herzrhythmus, der potenziell zu einer hamodynamischen Beeintrachtigung der
kardialen Funktion fihren kann (11). Eine Frequenzkontrolle wird bei Patienten
alter als 65 Jahre oder mit nur geringen Symptomen empfohlen (34). Hierbei
sollte ein Ruhepuls von unter 110 Schlagen pro Minute erreicht werden (34). Bei
unzureichender Wirksamkeit der medikamentosen frequenzkontrollierenden
Therapie kann als ultima ratio eine Ablation des AV-Knotens mit anschlielRender

Schrittmacherimplantation zur Frequenzkontrolle in Erwagung gezogen werden
(11).
Eine Rhythmuskontrolle sollte individuell mit den Patienten diskutiert werden.

Hierzu gehoren Medikamente, eine Kardioversion, aber auch interventionelle

oder chirurgische Verfahren (8).

Medikamente zur Rhythmuskontrolle mit Ziel der Wiederherstellung des Sinus-
rhythmus werden vor allem bei Patienten junger als 65 Jahre oder bei neuauftre-
tendem Vorhofflimmern empfohlen (34). Flecainid und Propafenon gehoéren zu
den Klasse | Antiarrhythmika und sind bei Patienten mit paroxysmalem Vorhof-
flimmern empfohlen (34). Da Klasse | Antiarrhythmika ventrikulare Arrhythmien
und Vorhofflattern auslosen kdnnen, sind sie bei Patienten mit struktureller Herz-
erkrankung kontraindiziert (34). Fur Patienten mit strukturellen Herzerkrankun-
gen oder persistierendem Vorhofflimmern werden Klasse Il Antiarrhythmika wie
Amiodaron empfohlen, die Uber eine Blockade v.a. von Kaliumkanalen das Akti-
onspotential verlangern (34). Eine Kardioversion wird bei Patienten mit Herzin-

suffizienz oder hamodynamischer Instabilitat durchgefihrt, bei der eine bisherige
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medikamentdse Therapie des Vorhofflimmerns erfolglos war (34). Allerdings ist
eine Kardioversion meist nicht langanhaltend: nur 23 % der kardiovertierten Pa-

tienten befinden sich ein Jahr nach der Kardioversion noch im Sinusrhythmus
(11).

Bei einer Katheterablation werden die Pulmonalvenen, die die ektopen Foci ent-
halten, elektrisch vom restlichen Myokard isoliert, um die Weiterleitung patholo-
gischer Erregungen zu unterbinden (34). Ein Jahr nach Pulmonalvenenisolation
sind noch ca. 40 % bis 50 % der Patienten im Sinusrhythmus (7). Es bleibt unklar,
ob eine Katheterablation gegenuber einem medikamentosen Rhythmisierungs-
versuch bei Patientinnen und Patienten mit permanentem Vorhofflimmern einen
therapeutischen Vorteil bietet (8). Bei Patienten mit paroxysmalem Vorhofflim-

mern stellt sie jedoch eine Klasse-I-Indikation dar (8).

V)  Evaluation

In der langfristigen Therapie sollte eine permanente Reevaluierung der Behand-
lungsstrategie erfolgen (8). Patienten mit bekanntem Vorhofflimmern sollten re-
gelmalig hinsichtlich der korrekten medikamentésen Einstellung maoglicher
Komorbiditaten sowie ihrer Compliance Uberprtft werden (8). Zudem sollte das
Auftreten moglicher Komplikationen wie struktureller Folgeerkrankungen regel-
mafig mittels transthorakaler Echokardiographie untersucht werden (8). Eine
erste Evaluation sollte sechs Monate nach Erstdiagnose erfolgen und im Verlauf

mindestens einmal jahrlich erfolgen (8).

Die aktuellen Therapiemdglichkeiten von Vorhofflimmern sind langfristig oft nicht
ausreichend wirksam und gehen teilweise mit erheblichen Nebenwirkungen ein-
her (6). Die medikamentdse Therapie ist limitiert durch seltene, aber teils schwer-
wiegenden Nebenwirkungen (11, 36): Antiarrhythmika kénnen zu Herzinsuffizi-
enz oder einer Verlangerung des QT-Intervalls fUhren und somit selbst Rhyth-
musstorungen wie ventrikuldre Arrhythmien hervorrufen (11). Die medikamen-
tése antiarrhythmische Therapie wird haufig durch Komorbiditdten einge-
schrankt, da es bei vielen Patientinnen und Patienten Kontraindikationen flr be-
stimmte Medikamente gibt (36). Bei bis zu einem Drittel der Patienten mit Vor-

hoffimmern sind die gangigen Medikamente aufgrund dieser Kontraindikationen
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nicht anwendbar (36). Auch invasive Methoden in der Therapie des Vorhofflim-
merns haben Limitationen: Die Katheterablation ist ein teures Verfahren, das nur
von ausgebildeten Elektrophysiologen in spezialisierten Zentren durchgefuhrt
werden kann und zudem teilweise keine langfristige Konversion in den Sinus-
rhythmus gewahrleisten kann (28). Zudem ist bei fortgeschrittener Erkrankung
mit strukturellen Veranderungen, wie beispielsweise einem dilatierten linken At-
rium, eine erfolgreiche Rhythmisierung haufig nicht mehr moglich oder zielfuh-
rend (8).

Angesichts der eingeschrankten therapeutischen Moglichkeiten kommt daher der
Reduktion der Inzidenz sowie der vertieften Erforschung der zugrunde liegenden

pathophysiologischen Mechanismen eine besondere Bedeutung zu.
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1.2 Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus ist eine chronische metabolische Erkrankung, die durch eine
persistierende Hyperglykamie infolge eines gestorten Insulinstoffwechsels ge-
kennzeichnet ist (37, 38). Die Komplikationen des Diabetes mellitus sind vielfaltig
und schwerwiegend (39). Auf mikrovaskularer Ebene kann die Erkrankung unter
anderem zu einer diabetischen Nephropathie, einer diabetischen Retinopathie
mit dem Risiko der Erblindung sowie zu peripheren Durchblutungsstorungen mit
der Notwendigkeit von Amputationen fuhren (39). Auf makrovaskularer Ebene ist
Diabetes mit einer erhdhten Inzidenz von kardiovaskularen Ereignissen assozi-
iert (39). Eine bestehende Diabeteserkrankung zahlt zu den groRten kardiovas-
kularen Risikofaktoren und ist mit einem erhohten Risiko fur die Entwicklung von
Vorhofflimmern, Herzinsuffizienz und koronarer Herzerkrankung im Krankheits-

verlauf assoziiert (40, 41).

1.2.1 Atiologie

Die American Diabetes Association unterscheidet vier verschiedene Formen des

Diabetes mellitus, je nach Ausléser (vgl. Tabelle 5) (37).

Diabetes mellitus Typ 1 Betrifft 5 % bis 10 % aller Diabetiker. Eine au-
toimmunbedingte Zerstérung der Beta-Zellen
im Pankreas bedingt einen absoluten Insulin-

mangel.

Diabetes mellitus Typ 2 90% bis 95 % aller diabetischen Patienten
leiden unter dieser Unterform, die sowohl
durch eine Insulinresistenz als auch eine ver-
minderte Insulinproduktion gekennzeichnet

ist (relativer Insulinmangel).

Gestationsdiabetes 3% bis 9 % aller Schwangerschaften sind
von Gestationsdiabetes betroffen. Ursachlich
ist zumeist der Mehrbedarf an Insulin in der
Schwangerschaft mit unzureichender Hoch-

regulierung der Insulinproduktion.
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Andere Formen des Diabetes | Die Ursache dieser Unterform des Diabetes
ist haufig genetische Defekte, die zu einer
endokrinen Pankreaserkrankung und einem
Funktionsverlust der Beta-Zellen fihren (42).
Zu dieser Gruppe gehort der Maturity-Onset
Diabetes of the Young (MODY) (43). Der
MODY stellt eine seltene Form des Diabetes
mellitus dar, bei der die Erstdiagnose ubli-
cherweise vor dem 25. Lebensjahr gestellt
wird (44). Bei dem Mutant INS-Gene-Induced
Diabetes of Youth (MIDY-Diabetes) kommt
es durch eine Mutation im INS-Gen zum

Funktionsverlust der Beta-Zellen (45).

Tabelle 5. Ubersicht iiber die verschiedenen Diabetesformen unterteilt nach Ausléser, Ta-
belle modifiziert nach Genuth et al. (25).

1.2.2 Epidemiologie

Derzeit sind weltweit Uber 8 % der erwachsenen Bevodlkerung von Diabetes mel-

litus betroffen, wobei die Inzidenz weiterhin ansteigt (46).

Etwa 5 % bis 10 % der Menschen mit Diabetes mellitus sind von Typ-1-Diabetes
betroffen, wobei die Inzidenz in den letzten Jahren um 2 % bis 5 % angestiegen
ist (47). Weitaus haufiger ist der Typ-2-Diabetes mit mehr als 400 Millionen er-
krankten Menschen weltweit (48). Schatzungen zufolge wird erwartet, dass in 10
Jahren etwa 10 % der Weltbevdlkerung von dieser Form des Diabetes betroffen
sein werden (37, 48). Dieser Gesundheitstrend stellt nicht nur eine Gefahrdung
fur die Patienten dar, sondern ist auch eine zunehmende wirtschaftliche Belas-
tung fur das Gesundheitssystem (38, 49). Monogenetisch bedingte Formen des
Diabetes mellitus, einschliellich MODY und MIDY, umfassen schatzungsweise
1 bis 5 % aller Diabetesfalle (50).
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1.2.3 Kilinik

Die klinische Manifestation von Diabetes mellitus ist breit gefachert und oft nicht
eindeutig (42).

Diabetes mellitus Typ 1 manifestiert sich typischerweise im friiheren Lebensalter
und zeigt sich mit unspezifischen Symptomen wie tbermafligem Durst, vermehr-
tem Wasserlassen, Mudigkeit, Antriebslosigkeit, Gewichtsverlust, Sehminderung
und erhdhter Infektanfalligkeit (37, 42).

Diabetes mellitus Typ 2 wird haufig im mittleren Lebensalter diagnostiziert, ins-
besondere bei Patienten mit familiarer Vorbelastung und Ubergewicht (42). Die
Symptomatik ist oft mild, jedoch manifestieren sich die Erkrankung und ihre Fol-
gen durch Insulinresistenz, die zu weiteren Komplikationen wie Adipositas, Ne-
phropathie, Dyslipidamie, Bluthochdruck und systemischen Entziindungsreaktio-
nen fuhrt (37, 42).

Die klinische Auspragung von MIDY reicht von einer schweren, haufig bereits im
Neugeborenenalter auftretenden Form des insulinmangelbedingten Diabetes
mellitus bis zu einer milderen Verlaufsform, die seltener erst im spateren Lebens-
alter in Erscheinung tritt (51-53).

1.2.4 Screening und Diagnostik

Zur Diagnose von Diabetes mellitus kdnnen erhohte Plasmaglukosewerte, ein
HbA1c-Wert Uber 6,5 % oder ein Nuchternblutzucker Uber 126 mg/dl herangezo-
gen werden (vgl. Abb. 5) (54). Der HbA1c-Wert gibt den prozentualen Anteil des
Hamoglobins an, an den Glukose dauerhaft gebunden ist (55). Er eignet sich
sowohl zur Diagnostik als auch zur Therapielberwachung des Diabetes mellitus
und reflektiert die durchschnittlichen Plasmaglukosespiegel der vergangenen 8
bis 12 Wochen (55). Zur Bestatigung sollten diese Werte an mehreren Tagen
uberprift werden (vgl. Abb. 5) (54). Zur Diagnosestellung eines Pradiabetes wer-
den erhohte Blutglukosekonzentrationen herangezogen, die jedoch noch nicht
die diagnostischen Schwellenwerte fur einen manifesten Diabetes mellitus errei-
chen (vgl. Abb. 5) (56).
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Diagnose des Diabetes und Pra-Diabetes

I

Michternglukose z 5,6 mmol/l (z 100 mg/dl),
oder HbA1c = 39 mmol/mol (2 5,7 %),
oder oGTT (2 h) Glukose = 7,8 mmol/l (z 140 mg/dl)

1 1
J W

i 4

Werte, die auf Diabetes oder Pra-Diabetes hinweisen Ausschluss Diabetes (normaler Glukosestoffwechsel)

Niichternglukose = 7,0 mmol/l (= 126 mg/dl) Niichternglukose 5,6-6,9 mmol/l (100-125 mg/dl)

oder HbA1c = 48 mmel/mol (z 6,5 %) oder oder HbA ¢ 39-47 mmol/mol (5,7-6,4 %) oder
oGTT (2 h) Glukose™ = 11,1 mmol/l (z 200 mg/dl) oGTT (2 h) Glukose 7,8-11,0 mmaol/l {140-199 mg/dI)

l l

Diabetes® Pra-Diabetes (IGT)"

Abbildung 5. Diagnostik des Diabetes und Pradiabetes. Diabetes kann bei eine Niichternglu-
kose = 7,0 mmol/l, ein HbA1c = 6,5 % oder einen oralen Glukose-Toleranz-Test (0GTT) mit einem
Anstieg der Glukose von = 11,1 mmol/l diagnostiziert werden (57). Abbildung aus der ESC-Gui-
deline Diabetes 2023 (57).

Zur Unterscheidung von Typ-1- und Typ-2-Diabetes konnen unter anderem Au-
toantikoérpertests durchgeflihrt werden und C-Peptid-Spiegel gemessen werden
(54). Der MIDY-Diabetes ist nicht autoimmunbedingt und weist keine Autoanti-
korper auf (45). Bei familiarer Haufung von Diabetesfallen sollte eine genetisch
bedingte Form wie MIDY in Erwagung gezogen werden, da etwa 20 % der MIDY-
Falle auf eine autosomal-dominante Vererbung zurickzuflhren sind (45). In rund
80 % der Erkrankungen handelt es sich hingegen um De-novo-Mutationen im
INS-Gen (45). Die Diagnose kann durch einen molekulargenetischen Nachweis

einer Mutation im INS-Gen bestatigt werden (45).
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1.2.5 Pathophysiologie

Unter physiologischen Bedingungen erfolgt die Insulinproduktion in den Beta-Zel-
len in den Langerhans-Inseln des Pankreas als Praproinsulin (38). Das Prapro-
insulin wird im endoplasmatischen Retikulum zu Proinsulin und anschlief3end im
Golgi-Apparat in C-Peptid und Insulin gespalten (38). Insulin wird dann in den
Beta-Zellen des Pankreas gespeichert (38). Bei Anstieg des Blutzuckerspiegels
wird Glukose Uber den GLUT-2 in die Beta-Zellen aufgenommen, was zur Frei-
setzung von Insulin fuhrt (38). Die Insulinsekretion wird nicht ausschlief3lich durch
erhohte Blutglukosekonzentrationen reguliert, sondern kann auch durch ver-
schiedene Hormone und freie Fettsauren stimuliert werden (38). Insulin wirkt als
anaboles Hormon, indem es die Glykogensynthese, Fettsaureproduktion und
Proteinsynthese foérdert (58). Ein Insulinmangel hingegen fiihrt Gber gesteigerte
Lipolyse zu einem Anstieg freier Fettsauren im Blut und Uber Proteolyse zu Mus-

kelabbau, um nur einige Folgen zu nennen (58).

Typ-1-Diabetes wird durch eine autoimmune, T-Zell-vermittelte Zerstorung der
Beta-Zellen im Pankreas ausgeldst (46). Ein charakteristisches Merkmal dieses
Diabetes-Typs ist das Vorhandensein von Autoantikdrpern im Serum, die gegen
die Beta-Zellen gerichtet sind (59). Infolgedessen kommt es zu einem Defekt in

der Insulinsekretion und somit zu einem absoluten Insulinmangel (37).

Die Pathophysiologie von Typ-2-Diabetes beruht auf zwei zentralen Mechanis-

men, die Gegenstand aktueller Forschung sind (vgl. Abb. 6) (46).

I) Einerseits fuhrt eine Hyperinsulinamie in Kombination mit einer peripheren In-
sulinresistenz zu einem gestorten Glukosemetabolismus (37). Initial wurde als
Grund fr die permanenten erhdhten Insulinspiegel eine primare Insulinresistenz
angenommen (60). In neueren Entwicklungen wird jedoch davon ausgegangen,
dass die Hyperinsulinamie haufiger Folge einer dauerhaft erhdhten Aufnahme
von Kohlenhydraten ist (61). Die dauerhaft erhohten Blutinsulinspiegel fuhren

dann anschlielend zu einer Insulinresistenz (62).
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Abbildung 6. Uberblick iiber die Pathogenese des Typ-2-Diabetes (46). Adipositas kann in
Kombination mit einer genetischen Pradisposition zur Entwicklung einer Insulinresistenz, syste-
mischen Inflammation sowie einer erhéhten metabolischen Belastung flihren. In den Langer-
hans-Inseln des Pankreas resultiert dies in ER-Stress, oxidativem und inflammatorischem
Stress. Diese multifaktorielle Belastung beeintrachtigt die Funktion der pankreatischen Beta-
Zellen und kann letztlich zur Manifestation eines Typ-2-Diabetes mellitus flihren (46).

II) Andererseits tragt die durch chronische Hyperglykamie induzierte Dysfunktion
der insulinproduzierenden Beta-Zellen des Pankreas zu einem progressiven In-
sulinmangel bei (46). Die genauen Mechanismen, die zum Untergang der Beta-
Zellen fuhren, sind divers und teils nicht genau bekannt (vgl. Abb. 6) (46). Zudem
wird auch eine genetische Komponente bei der Entwicklung des Typ-2-Diabetes

diskutiert (38). Studien zeigen, dass sowohl erhdhte Blutzuckerwerte als auch
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freie Fettsauren toxische Effekte auf Beta-Zellen austben (60). Hyperglykdmie
fuhrt zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), die aufgrund der geringen
antioxidativen Kapazitat der Beta-Zellen Zellschaden verursachen konnen (60).
Zudem erhoht die Hyperglykamie die Synthese von Praproinsulin, was zur Akku-
mulation fehlgefalteter Proteine im endoplasmatischen Retikulum fihrt. Dies
kann langfristig eine ER-Stress-Reaktion auslésen und zum Zelltod der Beta-Zel-
len beitragen (60). Zudem fuhren hohe Blutglukoselevel zu einer erhéhten Anzahl
von Gewebemakrophagen in Beta-Zellen (61). Die Makrophagen reagieren auf
die Hyperglykamie und Hyperlipidamie bei Diabetes mellitus mit einem verander-
ten Metabolismus und schitten proinflammatorische Zytokine aus, die wiederum

zu einem Untergang von Beta-Zellen fuhren (61) .

Im Gegensatz zu Typ-1- und Typ-2-Diabetes beruhen bestimmte seltene Diabe-
tesformen auf einer monogenetischen Atiologie, bei der Mutationen in einem ein-

zelnen Gen flr die Krankheitsentstehung verantwortlich sind (50).

Der MODY resultiert aus Mutationen in verschiedenen Genen, die eine zentrale
Rolle im Glukosestoffwechsel spielen (44). Bislang sind 14 unterschiedliche Gen-
mutationen bekannt, die mit dieser Erkrankung assoziiert sind (63). In der Regel
wird der MODY-Diabetes autosomal dominant vererbt (44). Die zugrunde liegen-
den genetischen Defekte fuhren zu einer gestorten Insulinsekretion in den Beta-
Zellen des Pankreas (44).

Der MIDY-Diabetes ist eine autosomal dominant vererbte Form des Diabetes
mellitus, der durch einen Insulinmangel gekennzeichnet ist (45). Ein wichtiger
Unterschied zum MODY-Diabetes ist hierbei, dass eine Genmutation im INS-Gen
vorliegt (45). Beim MIDY-Diabetes kommt es entweder aufgrund einer Vererbung
oder Neumutation zum heterozytogen Defekt eines INS-Gen-Allels und in der

Folge zu einer verminderten Insulinproduktion (vgl. Abb. 7) (45).



Wissenschaftlicher Hintergrund 40

N
Mutation im INS-Gen
1) )
N
Fehlfaltung von Proinsulin
2) |
~
Kumulation von Proinsulin im
3) Endoplasmatischem Retikulum
_J
)
ER Stress -> Apoptose der Betazellen
4) )
N
J’ Insulinproduktion
5) |

Abbildung 7. Pathophysiologie des MIDY-Diabetes. Durch die Mutation im INS-Gen kommt
es zu einer Fehlfaltung im Proinsulin, welches im endoplasmatischen Retikulum kumuliert und
Uber ER-Stress zu Apoptose der Insulin-produzierenden Betazellen im Pankreas und als Folge

zu einer reduzierten Insulinproduktion fuhrt (45).

Beim MIDY-Diabetes liegt eine heterozygote Mutation im INS-Gen vor, wodurch
neben einem funktionellen Wildtyp-Allel auch ein mutiertes Allel exprimiert wird
(45). Die genauen molekularen Mechanismen, durch welche eine heterozygote
Mutation im INS-Gen bereits zu einem ausgepragten Phanotyp flhrt, sind bislang
nicht vollstandig geklart (45). Es wird jedoch folgende Hypothese diskutiert (vgl.
Abb. 8). Obwohl das intakte Allel zunachst die Synthese von funktionellem Insulin
ermdglicht, fihrt die dominant-negative Wirkung des mutierten Allels zu einer
Fehlfaltung von Proinsulin (45). Diese Fehlfaltung bewirkt eine Retention der mu-
tierten und teilweise auch der wildtypischen Proinsulinmolekule im endoplasma-
tischen Retikulum, wodurch ein erheblicher ER-Stress induziert wird (45). Als
Folge davon wird die Insulinproduktion kompensatorisch erhdht, was jedoch zu
einer weiteren Anhaufung von fehlgefaltetem Proinsulin flhrt (45). Der anhal-
tende ER-Stress aktiviert proapoptotische Signalwege, die letztlich zum Beta-
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Zelluntergang fuhren (45). Die konsekutive Abnahme der Insulin produzierenden
Beta-Zellmasse verursacht den klinischen Insulinmangel, der fur die Manifesta-
tion des Diabetes charakteristisch ist (45). Als zusatzlicher Mechanismus wird
diskutiert, dass das fehlgefaltete Proinsulin auch zu einem verminderten Export
des gesunden WT-Proinsulins fuhrt (51).

*  (Prd)Proinsulin

WT-Allel Mutiertes Allel

Endoplasmatisches
Retikulum
e g

B D

-

Fehlgefaltete Komplexe

&R—Stress

Hyperglykamie Verminderte Untergang der

Insulinproduktion Betazellen

A ————————

Abbildung 8. Pathophysiologie zwischen gesundem und erkranktem INS-Allel bei MIDY.
Die Akkumulierung fehlgefalteter Insulinkomplexe, die durch das mutierte INS-Allel entstehen,
fihren einerseits zu einem Untergang der Beta-Zellen, andererseits gibt es durch die Funktion
von nur einem gesunden INS-Allel eine geringere Menge funktionsfahigen Insulins (45). Abbil-
dung von Liu et al. mit Modifikationen (45).
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1.2.6 Therapie des Diabetes mellitus

Der HbA1c-Wert bei Patienten mit Typ-1-Diabetes sollte bei unter 7,0 % liegen,
wobei die externe Insulinzufuhr aufgrund der fehlenden Insulinproduktion flr die

Aufrechterhaltung der Blutzuckerkontrolle unerlasslich ist (64).

Typ-2-Diabetes kann sowohl medikamentos als auch durch Anpassungen des
Lebensstils behandelt werden, wobei beide Ansatze als gleichwertig gelten (65).
Zur Vermeidung von Komplikationen ist bei Bedarf eine langfristige Blutzucker-
kontrolle mit Metformin sowie ggf. ein Ausbau der Therapie erforderlich (64). Je
nach individuellem Risikoprofil kann die antidiabetische Therapie durch eine
Bandbreite von oralen antidiabetischen Medikamenten wie GLP-1-Rezeptorago-
nisten, Gliniden, Sulfuonylharnstoffen oder tUber eine intramuskulare Therapie mit
Insulin ausgebaut werden (57). Abbildung 9 zeigt einen Uberblick Uber die ver-

schiedenen Wirkmechanismen ausgewahlter Antidiabetika.

Glinide

Sulfonylharnstoffe
Metformin e GLP1-Analoga
—>Verringerte Glukoneogenese e - Gesteigerte Insulinsekretion

,E GLP-1-Analoga

->Neurotransmitterdysfunktion

Metformin
=>Erhohte Glukoseabsorption

&‘ SGLT-2-Inhibitoren
=>Verringerte Glukoseriickresorption

Exogene Insulinzufuhry
»

Glitazone
—>Gesteigerte Insulinwirkung

Created in BioRender.com bio

Abbildung 9. Uberblick iiber den Wirkmechanismus ausgewihlter Antidiabetika. GLP1-
Analoga fuhren zu einem erhdhten Inkretineffekt und beeinflussen somit die Neurotransmitter-
dysfunktion. Glitazone wie Metformin fihren zu einer verringerten Glukoneogenese und erhdhten
Glukoseaufnahme. Glitazone steigern die Insulinwirkung. Glinide, Sulfonylharnstoffe und GLP1-
Analoga fiihren zu einer gesteigerten Insulinsekretion. Uber diese Mechanismen kann die Hyper-
glykamie gesenkt werden. Sollten die oralen Antidiabetika zur Glukosesenkung nicht ausreichen,
ist alternativ eine zusatzliche oder — bei Typ 1 Diabetes — alleinige externe Insulinzufuhr notwen-
dig (66). Abbildung modifiziert nach Oetjen et al. (66). Abbildung erstellt Gber https://www.bioren-
der.com/.
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Bei Vorliegen von Herz-Kreislauferkrankungen sollte die antihyperglykdmische
Therapie mit SGLT2-Inhibitoren wie Dapagliflozin erfolgen, da diese in klinischen
Studien das Sterberisiko aufgrund von Herz-Kreislauf-Erkrankungen bei Diabeti-
kern verringern konnen (64). Das Ziel der antidiabetischen Therapie besteht da-
rin, hyper- sowie hypoglykamische Stoffwechselentgleisungen zu vermeiden
(57). Ein HbA1c-Wert von unter 7 % sollte angestrebt werden, um mikrovaskulare
Komplikationen zu verhindern (57). Das HbA1c-Ziel ist jedoch individuell anzu-

passen (57).

Die adaquate Therapie des MIDY-Diabetes ist Gegenstand laufender Forschung
(67). Aufgrund des zugrunde liegenden Insulinmangels erfolgt Gberwiegend eine
Insulinersatztherapie (67). In milderen Krankheitsverlaufen wurden zudem Sul-

fonylharnstoffe als therapeutische Option eingesetzt (67).
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1.2.6.1 Limitationen der antidiabetischen Therapie

Es gibt evidenzbasierte Hinweise darauf, dass bestimmte Antidiabetika nicht nur
therapeutische Effekte entfalten, sondern auch selbst zur Entstehung uner-
wunschter kardiovaskularer Ereignisse beitragen konnen (68-71). Da sich diese
Arbeit mit durch Diabetes mellitus begunstigten arrhythmogenen Komplikationen
befasst, wird im Folgenden der potenzielle Einfluss antidiabetischer Medika-

mente auf die Entwicklung kardialer Rhythmusstérungen dargestelit.

Es gibt Hinweise, dass eine Insuliniberdosierung zu einer Verlangerung der kar-
dialen Repolarisationszeit fuhrt, die sich im EKG als verlangertes QTc-Intervall
zeigt und Arrhythmien begunstigen kann (68, 72). Der zugrunde liegende Mecha-
nismus der proarrhythmogenen Wirkung von Insulin wird derzeit intensiv unter-
sucht. Es bestehen Hinweise darauf, dass sowohl die durch Insulin vermittelte
Hypokaliamie als auch direkte Effekte auf kardiale lonenstrome zur Entstehung
von Arrhythmien beitragen kénnen (68, 69). Interessanterweise konnte gezeigt
werden, dass der proarrhythmogene Effekt durch die gezielte pharmakologische
Blockade von 3-Adrenozeptoren therapeutisch beeinflusst werden kann (72). In
einer Kohortenstudie zeigte sich, dass die Behandlung mit GLP-1-Rezeptorago-
nisten im Vergleich zu Gliptinen bei Patienten mit Diabetes mellitus mit einem
signifikant geringeren Risiko fir die Entwicklung von Vorhofflimmern assoziiert
ist (71). Im Vergleich zu Metformin weisen Sulfonylharnstoffe ein hdheres ar-
rhythmogenes Potenzial auf, was vor allem auf das gesteigerte Risiko fur Hy-
poglykamien und deren elektrophysiologische Folgen zurickgefihrt wird (70,
73). Eine Monotherapie mit Metformin konnte jedoch im Vergleich mit Sulfonyl-
harnstoffen oder Gliptinen das Risiko der Entwicklung von Herzrhythmusstérun-

gen reduzieren (73).

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Erkenntnisse, dass einige antidiabe-
tische Wirkstoffe potenziell zur Entstehung kardialer Rhythmusstérungen beitra-

gen kénnen (68-71).

SGLT2-Inhibitoren, eine relativ neue Klasse antidiabetischer Wirkstoffe, konnten
hingegen kardioprotektive Wirkungen nachgewiesen werden (74). Im Folgenden

wird diese Substanzgruppe mit ihren therapeutischen Vorteilen naher erlautert.
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1.2.6.2 Kardioprotektive Effekte von SGLT2-Inhibitoren.

Die pharmakologische Substanzklasse der SGLT2-Inhibitoren riickte in den letz-
ten Jahren aufgrund ihrer potenziell kardioprotektiven Effekte zunehmend in den
Fokus der kardiovaskularen Forschung (75). SGLT2-Inhibitoren beeinflussen den
renalen Stoffwechsel, indem sie die Glukose- und Natriumritckresorption im pro-
ximalen Tubulus hemmen (76). Unter physiologischen Bedingungen wird die
Uber die Glomeruli filtrierte Glukose Uber die Niere vollstandig rickresorbiert (77).
Im menschlichen Korper gibt es sechs Isoformen des Natrium-Glukose-Cotrans-
porters (SGLT), von denen insbesondere der SGLT2-Rezeptor eine zentrale
Rolle spielt (78). Dieser ist Uberwiegend im proximalen Tubulus der Niere lokali-
siert und verantwortlich fir mehr als 90 % der renalen Glukose-Reabsorption. Die
verbleibenden 10 % der Glukose werden im distalen Teil des proximalen Tubulus
uber den SGLT1-Rezeptor resorbiert (78).

Dapagliflozin ist ein kompetitiver Inhibitor des SGLT2-Rezeptors (79). SGLT2-
Inhibitoren blockieren die Glukose-Ruckresorption im proximalen Tubulus, was
zu einer erhohten Ausscheidung von Glukose im Urin fuhrt (78). Dies resultiert in
einer Reduktion der Blutglukosekonzentration und einem Abfall des Langzeitblut-
zuckermarkers HbA1c um bis zu 1 % (77, 78). Es ist bekannt, dass bei diabeti-
schen Patienten die renale SGLT2-Expression hochreguliert ist, somit resorbie-
ren diabetische Patienten trotz Hyperglykamie zusatzlich noch mehr Glukose
(77).

Erst kirzlich konnte in Studien tberraschend eine kardioprotektive Wirkung von
SGLT2-Inhibitoren beschrieben werden (79): In der DECLARE-TIMI-58-Studie,
einer randomisierten Doppelblindstudie, die Uber mehr als 4 Jahre hinweg 17.000
Patienten einbezog, konnte gezeigt werden, dass Patienten mit Typ-2-Diabetes
und Risikofaktoren fir atherosklerotische Erkrankungen oder bereits manifesten
atherosklerotischen Erkrankungen, die mit Dapagliflozin behandelt wurden, ein
signifikant niedrigeres Hospitalisierungsrisiko aufgrund kardialer Komplikationen
wie akutem Herzversagen aufwiesen (79). Zusatzlich wurde beobachtet, dass
SGLT2-Hemmer einen positiven Effekt auf weitere kardiovaskulare Risikofakto-
ren ausuben (77). Die Medikamente fUhren zu einer Gewichtsreduktion und ha-
ben zudem einen gunstigen Einfluss auf den systolischen sowie diastolischen

Blutdruck, indem sie diesen auf ein physiologisches Niveau senken (77). Daruber
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hinaus konnte gezeigt werden, dass Dapagliflozin auch zu einer Reduzierung der
Inzidenz von Vorhofflimmern bei Patienten mit Typ-2-Diabetes und KHK flhrt
(80). Bei Patienten mit Herzinsuffizienz fuhrte Dapagliflozin nicht nur zu einer
subjektiven Verbesserung der Symptome, sondern auch zu einem verminderten
Risiko fur kardiovaskular bedingten Tod und einer weiteren Aggravation der
Herzinsuffizienz (81). Allerdings konnte in diesem Patientenklientel Dapagliflozin

nicht das Risiko von neu auftretendem Vorhofflimmern verhindern (81).

Ein antiarrhythmogener Effekt von Dapagliflozin konnte kurzlich auch in einer
Patch-Clamp-Untersuchung nachgewiesen werden (82). Dabei wurden Herz-
muskelzellen aus den Vorhéfen von Menschen und Schweinen isoliert und an-
schlielfend 100 pmol/l Dapagliflozin zu den Zellen gegeben (82). Unter Dapa-
gliflozin-Gabe wurde eine signifikante Anderung im Aktionspotential beobachtet,
wie eine Verklurzung des Aktionspotentials und eine verminderten Induzierbarkeit
kardialer Erregung (82). Daruber hinaus wurden Veranderungen in den lonen-
stromen festgestellt: Dapagliflozin bindet direkt an den Nav1.5-Kanal, was zu ei-
ner Blockade des Ina-Stroms fuhrt (82). Im Groltiermodell eines Schweins, bei
dem durch atriales Pacing Vorhofflimmern ausgelést wurde, konnte durch die
Gabe eines Bolus Dapagliflozin die Flimmerepisode erfolgreich beendet werden
(82). Dies unterstreicht den rhythmusstabilisierenden Effekt des SGLT-2-Hem-
mers (82).

Somit kann geschlussfolgert werden, dass Dapagliflozin in den durchgefuhrten
Studien einen positiven Effekt auf kardiale Komplikationen hat, die eine der hau-
figsten Begleiterscheinungen einer Diabeteserkrankung darstellen (80-82). Die
genauen Mechanismen hinter dem positiven kardiovaskuldren Outcome von
SGLT2-Inhibitoren sind divers und Gegenstand aktueller Forschung und wurden
auch in der vorliegenden Arbeit untersucht (77). Einen Uberblick (iber die ver-
schiedenen Mechanismen, die zur kardioprotektiven Funktion von SGLT2-Inhibi-

toren beitragen, werden in Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 10. Uberblick iiber die verschiedenen Wirkmechanismen von SGLT2-Hemmern.
SGLT2-Inhibitoren verbessern die Herzinsuffizienz tGber multiple Wirkmechanismen, die an Herz,
Nieren, Gefallen sowie im Rahmen der systemischen Homdostase ansetzen (83). Die zugrunde
liegenden molekularen und physiologischen Prozesse sind Gegenstand aktueller wissenschaftli-
cher Untersuchungen (83). Abbildung modifiziert nach Lopaschuk et al. (83).
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1.3 Vorhofflimmern und Diabetes

Diabetes und kardiovaskulare Erkrankungen sind durch gemeinsame Risikofak-
toren eng miteinander verknupft, wobei kardiovaskulare Erkrankungen die hau-
figste Todesursache bei Diabetikern darstellen (49). Patienten mit Diabetes wei-
sen ein um 15 % erhohtes Mortalitatsrisiko im Vergleich zu Nicht-Diabetikern
auf (38). Insgesamt sind etwa 30 % der Patienten mit Diabetes zusatzlich von
Vorhofflimmern betroffen (84).

Die zusatzliche Erkrankung an Vorhofflimmern ist auch prognostisch relevant:
In mehreren unabhangigen Studien wurde beobachtet, dass Diabetes mellitus
nicht nur ein Risikofaktor fur die Entwicklung von Vorhofflimmern ist, sondern
dass die Mortalitat sowie das Risiko kardiovaskularer Ereignisse steigen, sobald
ein Diabetiker zusatzlich an dieser Rhythmusstérung erkrankt (85). Darlber hin-
aus korreliert die Dauer der Diabeteserkrankung mit einem erhoéhten Risiko fur
die Entwicklung von Vorhofflimmern (86). In einer gro® angelegten Kohortenstu-
die, der Framingham Heart Study, konnte erstmals ein Zusammenhang zwi-
schen einem erhdhten Erkrankungsrisiko fur Vorhofflimmern bei bestehendem
Diabetes nachgewiesen werden (87). Bluthochdruck, Diabetes, systolische
Herzinsuffizienz und Herzklappenerkrankungen stellen unabhangige Risikofak-
toren fur die Entwicklung von Vorhofflimmern dar und erhdhen ihrerseits das Ri-
siko, an dieser Rhythmusstdrung zu erkranken, zusatzlich (87). In der Swiss-
AF-Studie wurden die Komorbiditaten von Patienten mit Vorhofflimmern unter-
sucht (88). Es konnte gezeigt werden, dass Patienten mit Diabetes und Vorhof-
flimmern eine schlechtere Lebensqualitat und mehr kardiale Nebenwirkungen
im Vergleich zu Patienten ohne Diabetes aufwiesen, obwohl sie die typischen

Symptome von Vorhofflimmern weniger haufig wahrnehmen konnten (88).
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1.4 Proarrhythmogenes Remodeling bei Diabetes Mellitus

Ein Zusammenhang zwischen Diabetes mellitus und kardiovaskularen Erkran-
kungen und insbesondere Arrhythmien wie Vorhofflimmern ist bekannt, jedoch
sind die genauen zugrunde liegenden Mechanismen bislang nur unzureichend
verstanden (85, 89).

Es gibt Hinweise darauf, dass die metabolischen Veranderungen bei Diabetes
mellitus Uber verschiedene Mechanismen strukturelle, elektrische und immuno-
logische Veranderungen induzieren, die letztlich eine proarrhythmogene Umge-
bung beglnstigen (vgl. Abb. 11) (90). Arrhythmogenes Remodeling beschreibt
dabei Umbauprozesse des Herzgewebes, die die Entstehung und Persistenz kar-

dialer Rhythmusstérungen begunstigen (23).

Diabetes

!

Hyperglykdmie

~N

Elektrisches Immunologisches Strukturelles
Remodeling Remodeling Remodeling

v

Proarryhtmogene
Umgebung

!
=

Abbildung 11. Uberblick iiber die verschiedenen Wege des diabetischen Remo-
delings. Die bei Diabetes mellitus bestehende Hyperglykdmie kann Gber verschiedene
pathophysiologische Mechanismen zu Remodelling-Prozessen fihren, die sich in elekt-
rische, immunologische und strukturelle Veranderungen untergliedern lassen. Diese
Veranderungen schaffen ein proarrhythmogenes Milieu, das die Entstehung und Auf-
rechterhaltung von Vorhofflimmern begunstigen kann (90).
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Mehrere Mechanismen, die durch die hyperglykamische Stoffwechsellage bei
Diabetes induziert werden, werden mit der Entstehung von Vorhofflimmern in
Verbindung gebracht (49). Die andauernde Hyperglykamie bei Diabetes sowie
die Insulinresistenz bei Diabetes Mellitus Typ 2 fuhren unter anderem zu einer
vermehrten Ausschittung von pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-1 und IL-
6 und somit zu einer konstanten Entztindungsreaktion (49). Vorhofflimmern wird
haufig mit einer proinflammatorischen Umgebung in Verbindung gebracht (91,
92). Zahlreiche Studien zeigen, dass erhdhte Spiegel des Entzindungsmarkers
(CRP) mit einem vermehrten Auftreten von Vorhofflimmern assoziiert sind (91).
Auch auf Transkriptionsebene kdnnen bei Diabetes Veranderungen betrachtet
werden: Durch Hyperglykamie wird in den Blutgefalden vermehrt reaktive Sau-
erstoffspezies produziert sowie mehr Stickstoffmonoxid verbraucht, was als
Folge zu einer Hochregulierung des Transkriptionsfaktors NF-kB fiihrt - dadurch
entstehen vermehrt pro-inflammatorische Gene, die wiederum als Folge der
veranderten kardialen Reizleitung zu vermehrten Reentry-Mechanismen und
somit zur Arrhythmieneigung fuhren kdnnen (93). Auch in Tiermodellen, bei-
spielsweise bei Akita-Mausen, konnte gezeigt werden, dass strukturelle und
funktionelle Veranderungen in der elektrischen Reizleitung zu einer erhéhten
Anfalligkeit fur Vorhofflimmern fihren (94). Bei Akita-Mausen resultiert eine he-
terozygote Mutation in einem Allel des INS2-Gens zu einer Fehlfaltung des Pro-
insulins, das sich im endoplasmatischen Retikulum akkumuliert (95). Dies fuhrt
zu einer Dysfunktion der pankreatischen Beta-Zellen und letztendlich zu einer
Hyperglykamie mit einem diabetischen Phanotyp (96, 97). Diabetische Akita-
Mause zeigen eine veranderte atriale Aktionspotentialmorphologie sowie eine
verlangerte Aktionspotentialdauer (96). Eine Insulinbehandlung kann jedoch die
Inzidenz von Rhythmusstérungen reduzieren, was darauf hindeutet, dass der
Insulinmangel bei Typ-1-Diabetes eine zentrale Rolle in der Arrhythmieneigung

spielen konnte (94).

Eine veranderte zellulare Energiegewinnung unter diabetischen Stoffwechselbe-
dingungen stellt einen potenziellen Mechanismus des proarrhythmischen Remo-
delings dar: Die ATP-Generierung erfolgt unter physiologischen Stoffwechselbe-
dingungen hauptsachlich uber die oxidative Phosphorylierung in den Mitochond-
rien, wobei Kohlenhydrate und Fette als Energiequellen dienen (98). Im diabeti-

schen Stoffwechselzustand kommt es zu einer vermehrten Nutzung freier
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Fettsauren als primarer Substratquelle fir die ATP-Synthese, was zu einer me-
tabolischen Umstellung fihrt (98). Diese vermehrte Fettsdureoxidation bewirkt
eine gesteigerte Produktion lipotoxischer Metabolite, die zellulare Funktionssto-
rungen und Schadigungen hervorrufen kdnnen (98). Daruber hinaus steigt die
Produktion von ROS und NOS signifikant an, was einen Zustand erhéhten oxida-
tiven und nitrosativen Stresses verursacht (98). Dieser metabolische Stress for-
dert Entzindungsprozesse und schadigt mitochondriale Strukturen, was die Effi-
zienz der ATP-Produktion weiter beeintrachtigt (98). Die reaktiven Sauerstoffspe-
zies aktivieren zudem die NADPH-Oxidase, ein Enzym, das seinerseits ROS ge-
neriert, wodurch eine selbstverstarkende Feedbackschleife entsteht (98). Diese

anhaltend erhdhte ROS-Produktion ist mit atrialem Remodeling assoziiert (98).

Die genaue Pathophysiologie, die erklart, warum Patienten mit Diabetes mellitus
haufiger an Vorhofflimmern erkranken, ist bislang noch nicht vollstandig geklart
(99). Es bestehen Hinweise darauf, dass die metabolische Dysfunktion bei Dia-
betes mellitus Uber entziindliche Mechanismen Remodeling-Prozesse induziert,
welche arrhythmogene Veranderungen fordern kdnnen (98). Die oben beschrie-
benen Mechanismen stellen nur einige exemplarische Veranderungen dar, die
im Rahmen einer diabetischen Stoffwechsellage auftreten kénnen. Sie lassen
sich unter dem Begriff des oxidativen Stresses zusammenfassen, der infolge ei-
ner diabetischen Stoffwechsellage entsteht (100). Dieser oxidative Stress wird
als zentraler Mechanismus diskutiert, der zahlreiche molekulare und strukturelle
Veranderungen auslosen kann, welche unter dem Konzept des diabetogenen
Remodelings zusammengefasst werden (100). Die Einteilung in strukturelles, im-
munologisches und elektrisches Remodeling basiert auf theoretischen Konzep-
ten sowie experimentellen und klinischen Beobachtungen und liefert mogliche
Erklarungsansatze fur die erhdhte Inzidenz von Arrhythmien bei Diabetes melli-
tus (98, 100).

Da sich die vorliegende Arbeit experimentell mit dem immunologischen und
elektrischen Remodeling beschaftigt, wird im Folgenden insbesondere auf diese

beiden Aspekte detaillierter eingegangen.
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1.4.1 Strukturelles Remodeling

In verschiedenen Tiermodellen konnten auf struktureller Ebene beim Diabetes
signifikante Veranderungen im Herzgewebe beobachtet werden (98). Die zwei
Hauptmechanismen stellen dabei einerseits eine Dilatation der Atrien, anderer-

seits eine vermehrte atriale Fibrosierung dar (100):

So konnte in einem Mausmodell nachgewiesen werden, dass Tiere mit Typ-2-
Diabetes eine vermehrte interstitielle Fibrose in den Vorhofen entwickeln, was zu
einer asynchronen und verlangsamten Erregungsleitung im Atrium fahrt (101).
Diese vermehrte Fibrosierung wird unter anderem durch eine gesteigerte Kolla-
gensynthese kardialer Fibroblasten bei Patienten mit Typ-2-Diabetes vermittelt
(102). Die dadurch entstehende strukturelle Umgestaltung der Vorhofe schafft
eine proarrhythmogene Substratbasis, die das Auftreten von Reentry-Arrhyth-
mien begulnstigt und somit die Anfalligkeit fur Vorhofflimmern erhdht (99). Inte-
ressanterweise konnte gezeigt werden, dass eine dauerhafte Insulintherapie bei
Akita-Mausen die fortschreitende Fibrose aufhalten kann (99). Auch eine Studie
unserer Arbeitsgruppe konnte bei den verwendeten transgenen diabetischen
INSC®4Y-Schweinen eine erhohte Fibrosierung im linken Atrium im Vergleich zu

den Wildtyp-Tieren nachweisen (103).

Neben der Fibrosierung tragt auch eine Zunahme des epikardialen Fettgewebes
zur proarrhythmogenen Umgebung bei (102). Ubergewicht, das haufig mit Typ-
2-Diabetes assoziiert ist, fuhrt zu einer Zunahme des epikardialen Fettgewebes,
welches das Myokard infiltrieren kann (102). Da Fettgewebe eine geringere elekt-
rische Leitfahigkeit als Kardiomyozyten aufweist, kann es die elektrische Signal-
weiterleitung stéren und somit ebenfalls das Risiko fur Vorhofflimmern erhdhen
(102).

Daruber hinaus verursacht Diabetes strukturelle Veranderungen im Herzen, wie
beispielsweise eine VergroRerung der Atrien, die echokardiographisch bei Pati-
enten mit Diabetes nachgewiesen werden konnte (104). Diese Dilatation der At-
rien bei Diabetes wird mit einer erhdhten Inzidenz von Vorhofflimmern in Verbin-
dung gebracht (104-106).
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SchlieBlich kann eine diabetische Kardiomyopathie unter anderem sowohl dias-
tolische als auch systolische Funktionsstorungen des linken Ventrikels bedingen
(107). Diese werden unter anderem durch eine erhohte Konzentration frei zirku-
lierender Fettsauren gefordert (107). Die diastolische Dysfunktion dufert sich
durch eine verminderte Relaxation und eine verlangerte Fullungszeit des linken
Ventrikels (107). Eine weitere Folge der Diabeteserkrankung ist eine kardiale Hy-
pertrophie, die sich durch eine Verdickung des linken Ventrikels manifestiert
(107). Zudem kommt es zu Veranderungen der Durchblutung der Herzkranzge-
falke, die sich unter anderem durch eine verringerte koronare Flussreserve und

ein vermindertes myokardiales Blutvolumen aufern (107).
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1.4.2 Elektrisches Remodeling

1.4.21 Connexine

Die Weiterleitung des Aktionspotentials zwischen den Herzmuskelzellen wird

Uber Connexine ermoglicht (108).

Connexine gehdren zur Gruppe der Transmembranproteine mit mehreren Isofor-
men, die alle nach ihrem Molekulargewicht im kDa benannt werden (108). Sechs
Connexine formen ein Connexon, in groRen Ansammlungen bilden zwei dieser
Connexone schliellich Gap Junctions (vgl. Abb. 12) (109). Gap Junctions sind in
den Kardiomyozyten an den Glanzstreifen lokalisiert (108). Durch diese Gap
Junctions erfolgt ein Austausch zwischen benachbarten Kardiomyozyten (108).
Man kann homotypische von heterotypischen Connexonen unterscheiden, bei
denen entweder jedes Connexon aus der gleichen oder aus verschiedenen Con-
nexin Isoformen aufgebaut ist (108). Eine Modifikation im strukturellen Aufbau
der Connexone wird mit einer veranderten Signalweiterleitung Uber die Gap

Junctions in Verbindung gebracht (108).

Gap junction channel

Connexin Connexon

Abbildung 12. Uberblick iiber den Aufbau von Connexinen, Connexonen und Gap junc-
tions. Ein Connexon besteht aus sechs Connexin-Untereinheiten. Zwei gegeniberliegende Con-
nexone verbinden sich, um eine Gap Junction zu bilden. Abbildung von Totland et al. (1).
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Im menschlichen Herzen werden vier Isoformen der Connexine, namentlich Con-
nexin 37, Connexin 40, Connexin 43 und Connexin 45, in unterschiedlichen ana-

tomischen Regionen exprimiert (110).

Connexin 37 befindet sich vor allem in den endothelialen Gap Junctions von Ge-
faken (110). Connexin 40 wird in den Atrien, im atrioventrikularen Knoten sowie
im His-Purkinje-System exprimiert (108). Es gilt als das bedeutendste Connexin
fur die atriale Signalweiterleitung (108). Connexin 43 stellt das haufigste Con-
nexin im menschlichen Herzen dar und wird im ventrikularen Myokard, in den
Atrien sowie in bestimmten Bereichen des Reizleitungssystems exprimiert (108,
110). Connexin 45 wird vor allem von Schrittmacherzellen und im Reizleitungs-
system exprimiert (108). Zu geringen Anteilen findet sich Connexin 45 auch im

atrialen und ventrikularen Myokard (110).

1.4.2.2 Pathophysiologie des elektrischen Remodelings

Elektrisches Remodeling umfasst unter anderem Veranderungen in der Expres-
sion und Funktion von lonenkanalen, welche die elektrophysiologischen Eigen-
schaften des Myokards beeinflussen und zur Arrhythmogenese beitragen konnen
(23). Das kardiale Aktionspotential resultiert aus der komplexen Interaktion spe-
zifischer transmembranarer lonenfliisse (18). Diabetes wird mit einer Vielzahl von

Veranderungen in den lonenkanalen in Verbindung gebracht (101, 111):

So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass es bei diabetischen Akita-Mau-
sen zu einer Abnahme des spannungsabhangigen Natriumstroms (Ina) kommt,
was mit einer verringerten atrialen Leitungsgeschwindigkeit sowie verlangerten
P-Wellen-Dauer einhergeht und damit die Arrhythmogenitat erhéht (111). Auch
Veranderungen in der Expression und Funktion von Kaliumkanalen (lto, Ikur)
konnten im Zusammenhang mit Diabetes mellitus nachgewiesen werden (101,
111). Abgesehen von Veranderungen in der Expression von lonenkanalen wurde
im STZ-induzierten Diabetesrattenmodell zudem eine Hochregulation des Nat-
rium-Calcium-Austauschers nachgewiesen (111). Zusammenfassend zeigen

Tiermodelle des Diabetes vielfaltige Veranderungen in der Expression und
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Funktion von lonenkanalen, die signifikanten Einfluss auf die kardiale Elektrophy-
siologie haben (vgl. Abb. 13) (111).

Diabetes mellitus
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Abbildung 13. Uberblick iiber die Verdnderungen der lonenkanile bei Diabetes. Bei Diabe-
tes wurden Veranderungen in Natriumstromen (Ina, Ina-L), Kaliumstrémen (lto, lkur), Calciumstro-
men (ica, SK) sowie des Natrium-Calcium-Austauschers (NCX) beschrieben. Abbildung modifiziert
nach Qian et al. (111).

Da sich die vorliegende Arbeit mit kardialen Connexinen beschaftigt, wird im Fol-
genden das elektrische Remodeling mit besonderem Fokus auf die Rolle der
Connexine naher betrachtet. Connexine koppeln Kardiomyozyten elektrisch mit-
einander und ermadglichen so erst die Fortleitung des kardialen Aktionspotentials
(108). Somit kann vermutet werden, dass eine veranderte Connexin-Expression
die Reizleitung des Herzens beeinflusst, was Vorhofflimmern wiederum beguns-
tigen kann und somit einen weiteren Teil des elektrischen Remodelings darstellt
(108, 112).

Vorhofflimmern wird oft mit einer veranderten Expression von Connexin 40 asso-
Ziiert, welches das am meisten exprimierte Connexin im Atrium darstellt (108).
Eine humane Studie zeigt, dass Patienten mit Vorhofflimmern eine erhdhte Ex-
pression von Connexin 40 im linken Vorhof aufweisen, wahrend die Connexin 43-
Expression unverandert bleibt (113). Bei Patienten mit Vorhofflimmern und be-

gleitender Mitralklappenerkrankung waren sowohl Connexin 40 als auch
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Connexin 43 hochreguliert (113). Im Gegensatz dazu zeigten andere Studien an
humanen Gewebeproben eine signifikante Reduktion der Connexin-40-Expres-
sion in atrialen Proben von Patienten mit Vorhofflimmern im Vergleich zu gesun-
den Kontrollpersonen (68). Weitere Untersuchungen berichteten hingegen ent-
weder keine Veranderungen oder eine erhdhte Expression von Connexin 40
(108).

Auch im Mausmodell wurde das elektrische Remodeling untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass ein Verlust von Connexin 40 mit einer Verlangerung der
PQ-Zeit einhergeht, wahrend eine alleinige Veranderung von Connexin 45 keine
signifikante Auswirkung auf die atrioventrikulare Uberleitung hatte (108). Es wird
jedoch vermutet, dass eine Wechselwirkung zwischen Connexin 40 und Con-
nexin 45 besteht, da das gleichzeitige Fehlen von Connexin 40 in Verbindung mit
einer Reduktion von Connexin 45 zu einer Verschlechterung der atrioventrikula-
ren Uberleitung fiihrt (108).

In einer Studie von Bikou et al. konnte gezeigt werden, dass bei Schweinen mit
Vorhofflimmern eine verminderte Expression von Connexin 43 beobachtet wurde
(109).

Sowohl eine veranderte Expression der Connexine als auch eine veranderte zel-
lulare Lokalisation konnten im Rahmen von Vorhofflimmern beobachtet werden
(114). Unter physiologischen Bedingungen sind Gap Junctions, die aus Clustern
von Connexinen bestehen, an den Glanzstreifen lokalisiert (114). Diese Struktu-
ren bilden die Kontaktstellen zwischen benachbarten Kardiomyozyten und er-
moglichen die elektrische Kopplung sowie die mechanische Verbindung der
Herzmuskelzellen (114). Verschiedene Studien haben gezeigt, dass Vorhofflim-
mern mit einer sogenannten Lateralisierung der Connexine einhergeht (115). Da-
bei kommt es zu einer Fehlverlagerung der Connexine, die vermehrt lateral ent-
lang der Zellmembran anstatt an den Glanzstreifen lokalisiert sind (115). Eine
verstarkte Lateralisierung von Connexin 43 bei Vorhofflimmern konnte sowohl bei
Mausen, als auch Schweinen beobachtet werden (116). Bei Schweinen konnte
durch adenoviralen Gen-Transfer die Connexin 43-Spiegel erhéht werden, was
die Tiere zudem weniger anfallig fur Vorhoffimmern machte (109, 116).
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Diabetes wird mit einer veranderten Expression kardialer Connexine assoziiert,
die mdglicherweise die Ursache fur verschiedene Herzrhythmusstérungen sind
(117-121). Tierversuche zeigen, dass Diabetes unter anderem die Leitungsge-
schwindigkeit der elektrischen Impulse zwischen den Vorhofen verzdgert, die Un-
terschiede in der effektiven Refraktarzeit der Vorhofmuskulatur verstarkt und die
Dauer des Aktionspotentials verlangert (100). Diese elektrophysiologischen Ver-

anderungen erhohen die Anfalligkeit fur das Auftreten von Vorhofflimmern (100).

Zudem scheint Diabetes einen Einfluss auf die lokale Connexinverteilung zu ha-
ben: Bei diabetischen Ratten wurde eine vermehrte Lateralisierung von Connexin
43 beobachtet (121, 122). Eine vermehrte Lateralisierung der Connexine wird in
diesem Zusammenhang als proarrhythmogener Faktor betrachtet, da sie die ho-
mogene Erregungsweiterleitung im Myokard beeintrachtigt und die Entstehung

von Reentry-Kreisen beglnstigen kann (121, 123).

Ein gestorter Fettstoffwechsel bei Diabetes wird in einer Studie mit einer vermin-
derten Expression von Connexin 37 in den Endothelzellen der Blutgefale in Zu-
sammenhang gebracht, was auf eine Beeintrachtigung der interzellularen Kopp-

lung in der vaskularen Endothelschicht hinweist (124).

Fir Connexin 40 zeigen verschiedene Studien ein uneinheitliches Bild. So wird
bei einem gestortem Fettstoffwechsel eine Reduktion der Connexin 40-Expres-
sion in den Endothelzellen beschrieben (124). In einem STZ-induzierten Diabe-
tesmodell konnte dagegen eine deutliche Hochregulierung von Connexin 40 im
Sinusknoten nachgewiesen werden, was als moglicher Mechanismus fir die er-
hoéhte Inzidenz von Sinusarrhythmien bei Diabetes diskutiert wird (125). Gleich-
zeitig wurden in dieser Studie jedoch keine Veranderungen der Connexin 40-
Expression in den Vorhofen oder Ventrikeln festgestellt (125). Andere Untersu-
chungen berichten hingegen Uber eine erhéhte Connexin 40-Expression im Vor-
hofmyokard diabetischer Tiere (126), wahrend weitere Daten auch eine ernied-
rigte Connexin 40-Expression im Vorhofgewebe beobachteten, die mit einer er-
hohten Anfalligkeit fur Vorhofflimmern assoziiert sein konnte (127). Im linken
Ventrikel wurden hingegen keine signifikanten Unterschiede zwischen diabeti-
schen und nicht-diabetischen Tieren gefunden (128).

Ein gestorter Fettstoffwechsel bewirkt eine verstarkte Expression von Connexin

43 in Endothel- und Gefallmuskelzellen (124). Hohe Glukosespiegel fuhren
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zudem Uber eine vermehrte Phosphorylierung von Connexin 43 zu einer gestor-
ten elektrischen Erregungsleitung in den Herzkammern (119). Im STZ-Rattenmo-
dell wurde zudem eine Hochregulierung von Connexin 43 im Sinusknoten nach-
gewiesen, was eine Erklarung fur die vermehrte Haufigkeit von Sinusarrhythmien
bei Diabetes darstellen kdnnte (125). Diabetes wird zudem mit einer Verlange-
rung der QT-Zeit in Verbindung gebracht, was mit einer erhdhten Gesamtmenge
sowie einer starkeren Phosphorylierung von Connexin 43 im Ventrikelmuskel di-
abetischer Tiere einhergeht (118). Diabetes wird wiederum mit einer Hochregu-
lierung der Connexin 43 Expression im linken Ventrikel in Verbindung gebracht
(128). Verschiedene Studien beschreiben widersprichliche Befunde zu der Situ-
ation in den Vorhofen: Wahrend manche Studien eine Abnahme der Gesamt-
menge bei gleichzeitiger Zunahme des phosphorylierten Anteils beschreiben
(129), berichten andere von einer erhéhten Connexin 43-Expression bei gleich-

zeitig verminderter Phosphorylierung (117).

Zusatzlich wurde im Sinusknoten diabetischer Ratten eine deutliche Hochregu-
lierung von Connexin 45 beobachtet (125). Diese kdnnte ebenfalls zur Entste-

hung von Sinusarrhythmien beitragen (125).

Auch wenn die aktuelle Studienlage noch nicht vollstandig einheitlich bezlglich
der genauen elektrischen Remodeling-Prozesse ist, lasst sich zusammenfas-
send feststellen, dass Connexine eine zentrale Rolle bei der Regulierung der
elektrischen Kommunikation im Herzgewebe spielen (100). lhre Dysregulation

stellt einen wichtigen Faktor fir die Entstehung von Vorhofflimmern dar (108).
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1.4.3 Immunologisches Remodeling

1.4.3.1 Kardiale Makrophagen

Makrophagen sind Zellen des Immunsystems, die in nahezu allen Geweben und
Organen des Koérpers vorkommen (130, 131). Kardiale Makrophagen sind im ge-
samten Herzen vorhanden und kommen insbesondere im Reizleitungssystem in
erhohter Dichte vor (132). Makrophagen erfullen eine Vielzahl von Funktionen:
Sie sind unter anderem an entzundlichen Prozessen, Gewebe-Remodeling, der
Aufrechterhaltung der Gewebehomdoostase sowie der Gewebereparatur beteiligt
(133). Die genaue Rolle kardialer Makrophagen ist Bestandteil aktueller For-

schung.

Kardiale Makrophagen lassen sich basierend auf ihrer Herkunft in zwei Hauptpo-
pulationen einteilen: Residente Makrophagen, die wahrend der embryonalen Ent-
wicklung aus dem Dottersack oder der fetalen Leber stammen und dauerhaft im
Gewebe verbleiben, sowie rekrutierte Makrophagen, die in entzindlichen Situa-
tionen aus zirkulierenden Monozyten entstehen und in das Herzgewebe einwan-
dern (134). Unter physiologischen Bedingungen Uberwiegen antiinflammatori-
sche residente Makrophagen, wohingegen in pathologischen Zustanden wie My-
okardinfarkt oder Myokarditis vermehrt proinflammatorische, rekrutierte Makro-
phagen auftreten (134). Die Aufrechterhaltung der Makrophagenpopulation er-

folgt vor allem Uber lokale Proliferation (135).

Kardiale Makrophagen ubernehmen unterschiedliche Aufgaben, die abhangig
von ihrer Herkunft und ihrem Aktivierungsstatus variieren (136, 137). Residente
Makrophagen sind mafgeblich an der Gewebereparatur, der Phagozytose
apoptotischer Zellen sowie der Freisetzung antiinflammatorischer Mediatoren be-
teiligt und tragen somit zur Aufrechterhaltung der Gewebehomdostase bei (137,
138). Im Gegensatz dazu fordern rekrutierte Makrophagen vor allem die Initiie-
rung und Aufrechterhaltung einer inflammatorischen Umgebung, insbesondere

bei Gewebeschadigung oder pathologischen Reizen (137).

Neben ihren immunologischen Funktionen rickt zunehmend auch die Rolle kar-
dialer Makrophagen in der elektrophysiologischen Regulation des Herzens in den
Fokus (139-142). Es konnte gezeigt werden, dass Makrophagen auf ihrer Ober-

flache Connexin 43 exprimieren, was zur elektrischen Kopplung von Zellen
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notwendig ist (141). In einer experimentellen Studie an Mausmodellen wurde ge-
zeigt, dass insbesondere residente Makrophagen im Bereich des AV-Knotens
vorkommen und dort Uber Connexin 43-vermittelte Gap Junctions funktionell mit
Kardiomyozyten gekoppelt sind (139). Diese elektrotonische Kopplung ermdg-
licht eine Beeinflussung des Aktionspotentials benachbarter Kardiomyozyten
(139): Makrophagen kénnen dabei das Ruhemembranpotenzial depolarisieren
sowie die Dauer des Aktionspotentials verandern (139). In Knockout-Modellen,
bei denen Makrophagen selektiv entfernt wurden, kam es infolgedessen zu AV-

Blockaden sowie zu einer gestorten Reizweiterleitung (142).

Weitere Studien verdeutlichen das komplexe Zusammenspiel zwischen Makro-
phagen und dem kardialen Erregungssystem: In einem Mausmodell nach Myo-
kardinfarkt wurde eine Anreicherung proinflammatorischer Makrophagen in der
Grenzzone des Infarkts beobachtet, wo diese Uber Connexin 43 mit Kardiomy-
ozyten gekoppelt waren (143). Dies flhrte Uber einen verstarkten Calcium-
einstrom zu einer Verlangerung des Aktionspotenzials und einem erhdhten Ar-
rhythmierisikio (143). Nach Myokardinfarkt zeigt sich zudem ein zeitlich dynami-
sches Infiltrationsmuster der Makrophagen (135): In der akuten Phase dominie-
ren proinflammatorische, rekrutierte Makrophagen, die durch Phagozytose von
nekrotischem Gewebe zur ersten Immunantwort beitragen (135). Etwa sieben
Tage nach dem Infarkt Gbernehmen zunehmend antiinflammatorische Makropha-
gen die Kontrolle, welche profibrotische Mediatoren freisetzen und damit an der

Gewebeheilung und Narbenbildung beteiligt sind (135).

Makrophagen spielen bei diversen kardialen Erkrankungen eine wichtige Rolle,
da sie mafgeblich an Entzindungsprozessen und Gewebsumbau beteiligt sind
(144-147). In einem Rattenmodell mit praklinischer Herzinsuffizienz mit erhalte-
ner Ejektionsfraktion (pra-HFpEF) zeigte sich eine vermehrte myokardiale Fibro-
sierung (145). Diese war zum einen mit einer Steifheit der Herzkammer und der
daraus resultierenden diastolischen Dysfunktion assoziiert, zum anderen mit wei-
teren Folgeerkrankungen wie beispielsweise Vorhofflimmern (145). In den ent-
zundlichen Arealen des Myokards der pra-HFpEF-Ratten war neben der ausge-
pragten Fibrose auch eine erhohte Infiltration von CD68* Makrophagen nach-
weisbar, die mit gesteigerten Konzentrationen inflammatorischer Zytokine einher-

gingen (145).
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In einem Modell der hypertensiven Herzerkrankung zeigte sich nach Induktion
der Hypertonie durch eine transversale Aortenverengung ein dreifacher Anstieg
der Anzahl an Makrophagen im Myokard (144). Interessanterweise fuhrte eine
gezielte Depletion von Makrophagen einerseits zu einer signifikanten Reduktion
der kardialen Fibrosierung und andererseits dazu, dass sich keine linksventriku-

lare Hypertrophie entwickelt (144).

Gleichzeitig wurden auch protektive Effekte der Makrophagen beschrieben (148):
So produzieren Makrophagen Amphiregulin (AREG), das die Phosphorylierung
von Connexin 43 fordert und somit die elektrische Kopplung sowie die Reizwei-
terleitung zwischen Kardiomyozyten stabilisiert (148). AREG-defiziente Mause
zeigten eine verstarkte Lateralisierung von Connexin 43, eine veranderte elektri-

sche Leitfahigkeit und eine erhdhte Arrhythmieneigung (148).

Makrophagen spielen auch bei entzundlichen Herzerkrankungen wie der Myo-
karditis eine zentrale Rolle (138). In der initialen Phase dominieren proinflamma-
torische Makrophagen, die zur Viruselimination beitragen (138). In spateren Pha-
sen ubernehmen vorwiegend residente Makrophagen die Kontrolle Uber den Pro-

zess, wobei sie zur Fibrosierung des Myokards beitragen (138).

Zusammenfassend |asst sich festhalten, dass Makrophagen aufgrund ihrer funk-
tionellen Vielfalt an zahlreichen Prozessen in der Entstehung und dem Verlauf
kardiovaskularer Erkrankungen beteiligt sind (138, 144, 145, 148).
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1.4.3.1 Pathophysiologie des Immunologischen Remodelings

Klinische Beobachtungen deuten auf einen Zusammenhang zwischen inflamma-
torischen Erkrankung, wie Diabetes, und einer erhdhten Inzidenz von Vorhofflim-
mern hin (149).

Ein dauerhaft erhdhter Blutzuckerspiegel bei Diabetes beglinstigt die Ansamm-
lung von Makrophagen im Gewebe, welche proinflammatorische Botenstoffe wie
TNF-a, IL-6, und IL-1(3 freisetzen (147). Diese Mediatoren tragen auf unterschied-
lichen Wegen zur Aufrechterhaltung chronischer Entziindungen, zur Ausbildung

von Fibrose und zur Schadigung des Gewebes bei (147).

Mehrere Studien weisen darauf hin, dass Zellen des Immunsystems maoglicher-
weise eine zentrale Rolle in der Pathophysiologie des Vorhofflimmerns spielen
(146, 150, 151). So konnte in humanen Gewebeproben eine signifikante Akku-
mulation von CD3* T-Lymphozyten im linken Atrium bei Patienten mit Vorhofflim-
mern im Vergleich zu solchen mit Sinusrhythmus nachgewiesen werden (150).
Eine weitere Untersuchung belegte zudem eine erhdhte Infiltration von CD45*
Immunzellen im rechten Vorhof von Patienten mit Vorhofflimmern (151). In hu-
manen Gewebeproben aus dem linken Vorhofohr von Patienten mit paroxysma-
lem und persistierendem Vorhofflimmern wurde neben einer verstarkten fibroti-
schen Umgestaltung im Vergleich zu Patienten mit Sinusrhythmus auch eine ver-
mehrte Infiltration von Immunzellen beobachtet (146). Dabei handelt es sich ins-
besondere um CD45* Leukozyten und CD68* Makrophagen, die bevorzugt endo-
und subendomyokardial lokalisiert sind und bei Patienten mit Vorhofflimmern sig-
nifikant haufiger auftreten (146). Diese Befunde deuten auf eine mogliche immun-

vermittelte Beteiligung an der Pathogenese des Vorhofflimmerns hin (146).

Es wird angenommen, dass Diabetes durch die Induktion einer proinflammatori-
schen Mikroumgebung ein immunologisches Remodeling des kardialen Gewe-
bes begunstigt (152, 153). Dieser Prozess kdonnte zur Akkumulation von Immun-
zellen, zur Férderung inflammatorischer Signalwege und letztlich zu strukturellen

sowie funktionellen Veranderungen im Myokard beitragen (138).

Die bei Diabetes persistierende Hyperglykamie induziert eine verstarkte Expres-
sion des Toll-like-Rezeptors 2 in Makrophagen, was wiederum eine erhdhte Sek-

retion des proinflammatorischen Zytokins IL-1B zur Folge hat (154). In Studien
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mit diabetischen Mausmodellen konnte nachgewiesen werden, dass erhdhte IL-
1B-Spiegel zu einer Verlangerung des kardialen Aktionspotentials, einem gestei-

gerten Calcium-Fluss sowie einer Reduktion des Kaliumstroms fuhren (154).

Die systemische Inflammation bei Diabetes fuhrt neben erhdhten Entzindungs-
parametern dartber hinaus zu einem Anstieg von bestimmten Transkriptionsfak-
toren wie beispielsweise NF-kB sowie zu einer vermehrten Rekrutierung von Im-
munzellen wie Monozyten, Neutrophilen und auch von proinflammatorischen
Makrophagen (107, 155): Unter inflammatorischen Bedingungen werden zirku-
lierende Monozyten aus dem Blut in das Gewebe rekrutiert, wo sie zu Makropha-
gen differenzieren kdnnen (156). Diese infiltrierenden Makrophagen ibernehmen
vielfaltige immunologische Funktionen, darunter Phagozytose, die Modulation
der Immunantwort durch Zytokinsekretion sowie die Antigenprasentation (156).
Abhangig von ihrem Aktivierungszustand kénnen Makrophagen sowohl zur Auf-
rechterhaltung als auch zur Resolution inflammatorischer Prozesse beitragen
(156).

Makrophagen kénnen auch strukturelle Veranderungen im Herzen beeinflussen:
Durch die Ausschiattung von TGF- oder ROS durch rekrutierte Makrophagen
kann eine verstarkte kardiale Fibrosierung induziert werden (134). Diese pro-fib-
rotischen Prozesse tragen zur Dilatation des Vorhofs bei, welche wiederum die
elektrische Signalweiterleitung im Myokard verandert und dadurch die Entste-
hung von Vorhofflimmern beglinstigen kann (134). Rekrutierte Makrophagen
kénnen zudem Uber vermehrte Sekretion des Nervenwachstumsfaktors NGF zu
einem erhdhten Wachstum autonomer Nerven fuhren — gekoppelt ist dieser Me-
chanismus zusatzlich an Noradrenalin, die die NGF-Ausschuttung Uber die Kop-

pelung an B-adrenerge Rezeptoren noch weiter verstarken kann (134).

Es gibt nicht nur Studien, die postulieren, dass Makrophagen bei Vorhofflimmern
vermehrt vorhanden sind, sondern es gibt auch Hinweise daflir, dass diese direkt
die elektrische Reizleitung im Myokard beeinflussen kdnnten und dadurch zur
Aufrechterhaltung der Rhythmusstdrung beitragen (31). Eine Studie zeigte eine
erhdhte Rekrutierung von Makrophagen im rechten Vorhofohr bei Patienten mit
Vorhofflimmern im Vergleich zu Patienten im Sinusrhythmus (31). Insbesondere

wurde eine signifikante Zunahme proinflammatorischer Makrophagen
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beobachtet, was auf eine verstarkte inflammatorische Aktivierung und deren

mdgliche Rolle in der elektrischen Dysfunktion des Vorhofs hinweist (31).

Proinflammatorische Makrophagen beeinflussen die atrialen Monozyten durch
eine verstarkte Sekretion von TNF-a und IL-13, was zu einer Hemmung der QK1-
Expression fuhrt (31). Dadurch kommt es zu einer Unterdriickung des L-Typ-Cal-
ciumstroms (31). Diese elektrophysiologischen Veranderungen stdren die atriale
Reizweiterleitung, schaffen eine proarrhythmogene Umgebung und fordern somit

die Makrophagen-Monozyten-induzierte Progression des Vorhofflimmerns (31).

In einer Studie von Hulsmans et al. wurden Proben aus dem linken Vorhof von
Patienten mit persistierendem Vorhofflimmern sowie von Kontrollprobanden ent-
nommen (140). Mittels Single-Cell-Sequencing konnte gezeigt werden, dass bei
den erkrankten Patienten eine erhdhte Anzahl von proinflammatorischen SPP1*
Makrophagen vorliegt (140). Zusatzlich zeigte sich in dieser Zellpopulation ein
immunmetabolisches Remodeling, das sich durch eine verstarkte Aktivierung von
pro-inflammatorischen Signalwegen in den Makrophagen bei Patienten mit Vor-

hofflimmern manifestierte (140).

Um die Signalwege des immunologischen Remodelings genauer zu untersu-
chen, wurde das Mausmodell ,HOMER® weiter analysiert. Diese Maus zeigt
Ubergewicht, Bluthochdruck und eine Mitralklappenerkrankung, die typischer-
weise mit kardiovaskularen und metabolischen Stérungen assoziiert sind (140).
In diesem Modell konnte eine Hochregulierung der Makrophagen-Anzahl nach-
gewiesen werden (140). Dabei wurde festgestellt, dass 67 % der Makrophagen
im linken Vorhofohr pro-inflammatorisch Monozyten-abhangig rekrutiert wurden
(140). Im Vergleich dazu stammten in den gesunden Kontrolltieren nur 36 % der
Makrophagen von Monozyten, was auf einen ausgepragteren pro-inflammatori-
schen Prozess bei den HOMER-Tieren hindeutet (140). Zudem wurde beobach-
tet, dass nur die Monozyten-rekrutierten Makrophagen eine Hochregulierung des
Gens SPP1 aufwiesen (140). SPP1 ist bekannt daflir, Entzindungsprozesse zu
fordern, die elektrische Leitfahigkeit zwischen Kardiomyozyten zu beeinflussen
und zu einer verstarkten Fibrosierung beizutragen (140). Interessanterweise
zeigte sich, dass die SPP1-Expression auf den vermehrt Monozyten-abhangig
rekrutierten Makrophagen auch einen potenziellen therapeutischen Ansatz
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bieten kdnnte: Nach einer SPP1-Deletion konnte eine signifikante Reduktion der

Vorhofflimmern-Episoden beobachtet werden (140).

Da auch bei Patienten ohne Diabetes bei Vorhofflimmern eine vermehrte Pra-
senz von Immunzellen in den Atrien festgestellt wurde, konnte dies auf eine po-
tenzielle Rolle der Immunzellen in der Atiologie der Rhythmusstérung hindeuten
(146, 150, 151). Veranderungen im Immunsystem, die bei Diabetes beobachtet
werden, konnten die Funktion und Aktivitat dieser Immunzellen beeinflussen (31).
Zudem werden den Makrophagen verschiedene Funktionen mit Einfluss auf die
Reizweiterleitung beschrieben (139, 140, 157). Es kann vermutet werden, dass
dieses immunologische Remodeling mdglicherweise ein wichtiger Faktor flr die
erhohte Haufigkeit von Vorhofflimmern bei diabetischen Patienten ist. Die ge-
nauen Mechanismen, die diesen Zusammenhang erklaren, sind jedoch derzeit

noch unzureichend erforscht.
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1.5 Tiermodelle des Diabetes mellitus

Diabetes kann in Versuchstieren Uber verschiedene experimentelle Ansatze in-
duziert werden: durch genetische Modifikationen in Genen, die am Glukosestoff-
wechsel beteiligt sind, durch die Verabreichung betazelltoxischer Chemikalien,
durch chirurgische Resektion des exokrinen und endokrinen Pankreas oder
durch eine hochkalorische Diat (158-161).

In der Vergangenheit wurden in der experimentellen Diabetesforschung haupt-
sachlich Kleintiermodelle eingesetzt (162). Das in der vorliegenden Arbeit ver-
wendete Schweinemodell wurde dabei analog zur Akita-Maus entwickelt, welche
als etabliertes Kleintiermodell in der Diabetesforschung breite Anwendung findet
(158). Die Akita-Maus ist ein Modell zur Untersuchung des monogenen MIDY -
Diabetes, der durch eine Mutation im INS-Gen ausgeldst wird (45). Eine
Punktmutation im INS2-Gen der Akita-Maus fuhrt zur Akkumulation von fehlge-
faltetem Proinsulin im endoplasmatischen Retikulum, was eine Betazell-Dysfunk-
tion und einen daraus resultierenden Insulinmangel verursacht (158). Allerdings
sind, wie bei allen Kleintiermodellen, die physiologischen Unterschiede zwischen
Maus und Mensch zu berticksichtigen, wodurch die Ubertragbarkeit der Ergeb-

nisse auf den Menschen begrenzt ist (163, 164).

Diabetes kann beim Schwein Uber verschiedene Mechanismen experimentell in-
duziert werden (165). Eine technisch aufwendige und invasive Methode stellt da-
bei die chirurgische Entfernung des Pankreas dar (166). In Kleintiermodellen wird
haufig Streptozotocin (STZ) eingesetzt, das durch DNA-Schadigung pankreati-
sche Beta-Zellen zerstort (166). Studien am Schwein zeigen jedoch, dass zur
erfolgreichen Induktion eines diabetischen Phanotyps eine deutlich hdhere Dosis
von STZ erforderlich ist (150 mg/kg KG im Vergleich zu 50 mg/kg KG beim Klein-
tier) (166). Allerdings sind auch bei dieser erhéhten Dosis die diabetogenen Ef-
fekte teilweise reversibel, eine weitere Dosiserhohung auf 200 mg/kg KG ist hin-
gegen mit einem erhdhten Risiko flur nephrotoxische und hepatotoxische Neben-
wirkungen assoziiert, wodurch der Einsatz von STZ beim Schwein nur einge-
schrankt als geeignetes Verfahren zur Diabetesinduktion gilt (166). Es existieren
mehrere genetisch modifizierte Schweinemodelle, bei denen gezielte genetische

Veranderungen zu einem diabetischen Phanotyp fuhren:
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GIPRY" Schweine , die einen humanen dominant-negativen GIP-Rezeptor-Mu-
tanten exprimieren, weisen eine deutlich reduzierte Inkretinantwort sowie eine
verminderte Insulinsekretion auf (162). Der Inkretin-Effekt beschreibt die physio-
logische Beobachtung, dass eine orale Glukoseaufnahme im Vergleich zur intra-
vendsen Glukosegabe eine deutlich starkere Insulinsekretion auslost (162). Die-
ses genetisch modifizierte Schweinemodell wird vorrangig zur Untersuchung der
pradiabetischen Stoffwechselphase und zur Erforschung der Pathophysiologie

des Typ-2-Diabetes mellitus eingesetzt (162).

In der vorliegenden Arbeit wird das INS®®4Y-Schweinemodell untersucht, das ge-
zielt als translationales Groftiermodell analog zur Akita-Maus entwickelt wurde
(167). Aufgrund der vergleichbaren molekularpathologischen Mechanismen eig-
net sich das INS®®#Y-Schwein insbesondere zur Erforschung des MIDY und bietet
dabei eine physiologisch relevante Erganzung zu etablierten Kleintiermodellen
(168). Zur Generierung des INSC®4Y-Schweinemodells wurde eine gezielte
Punktmutation im INS-Gen eingefuhrt, bei der an Position 94 ein Aminosaureaus-
tausch von Cystein zu Tyrosin erfolgte (167). Das porcine INS®%Y-Allel ist ortho-
log zum humanen INSC%Y-Allel (169). Dieser Aminosaureaustausch fiihrt zu ei-
ner fehlerhaften Faltung des Proinsulins, das sich im endoplasmatischen Retiku-
lum der pankreatischen Betazellen akkumuliert (167). Die daraus resultierende
Belastung des endoplasmatischen Retikulums 16st einen chronischen ER-Stress
aus, der schliel3lich zur Apoptose der insulinproduzierenden Betazellen flihrt
(167). Die genetisch modifizierten diabetischen Schweine weisen signifikant re-
duzierte Nudchtern-Insulinspiegel auf (167). Zusammenfassend zeigt das
INSC®4Y-Schweinemodell einen stabilen diabetischen Phanotyp (167, 169).
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1.6 Hypothese

Klinische Beobachtungen haben gezeigt, dass Patienten mit Diabetes Mellitus
ein erhohtes Risiko fur das Auftreten von Vorhofflimmern aufweisen; die zu-
grunde liegenden pathophysiologischen Mechanismen sind jedoch bislang un-

zureichend verstanden (170).

In der vorliegenden Arbeit wird untersucht, ob die transgenen INS®*Y-Schweine,
die ein diabetisches Modell darstellen, im Vergleich zu Wildtyp-Tieren tatsachlich
vermehrt zu Vorhofflimmern neigen und somit ein geeignetes Versuchsmodell

sind.

Zudem wird angenommen, dass Diabetes uber immunologisches Remodeling zu
einer signifikanten Veranderung in der Verteilung und Aktivierung von Makropha-
gen im Herzgewebe fuhrt. Es wird postuliert, dass diese Makrophagen nicht nur
entzindliche Prozesse fordern, sondern auch die kardiale Reizleitung beeinflus-
sen. Es wird vermutet, dass die diabetischen INS®%Y-Schweine eine gréRere An-
zahl an Makrophagen im Herzen im Vergleich zu den gesunden Wildtypen auf-
weisen. AulRerdem soll die Hypothese untersucht werden, dass Diabetes zu ei-
nem elektrischen Remodeling im Herzgewebe flihrt, das sich durch eine Umver-

teilung der Connexin-Expression zeigen kénnte.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist es, zu untersuchen, ob die Behandlung mit dem
SGLT2-Inhibitor Dapagliflozin einen positiven Einfluss auf das proarrhythmogene
kardiale Remodeling bei Diabetes hat. Kardioprotektive Effekte von SGLT2-Inhi-
bitoren konnten in klinischen Studien bereits beobachtet werden, der genaue Me-
chanismus dahinter ist allerdings unbekannt (77). Im Rahmen dieser Arbeit wird
angenommen, dass ein moglicher Wirkmechanismus in der Beeinflussung des
immunologischen und elektrischen Remodelings bei Diabetes liegen kdnnte. In
der vorliegenden Arbeit wird daher auch untersucht, ob Dapagliflozin das Remo-
deling im Hinblick auf die Connexin-Expression und die Makrophagenverteilung
modifizieren kann. Ein besseres Verstandnis der Mechanismen, die der kardi-
oprotektiven Wirkung von Dapagliflozin zugrunde liegen, kdnnte wertvolle Er-
kenntnisse Uber den Zusammenhang zwischen Diabetes und Vorhofflimmern lie-

fern und ein mdgliches Therapiekonzept darstellen.
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2. Material

2.1 Invivo

2.1.1 Medikamente

Dapagliflozin, 10 mg Tabletten

AstraZeneca, Hamburg, Deutschland

Azaperon 40mg, Injektionslosung

Empresa Naviera Elcano, S.A., Ma-

drid, Spanien

Insulin NovoRapid®

Novo Nordisk, Kopenhagen, Dane-

mark

Insulin Lantus®

Sanofi-Aventis Deutschland GmbH,

Frankfurt am Main, Deutschland

Ketaset 100 mg/ml, Injektionslésung

Zoetis, Berlin, Deutschland

Midazolam Amp. 15 mg/ 3 ml

Ratiopharm, Ulm, Deutschland

Propofol 2% IFL 1000 mg/ 50 ml

Fresenius, Bad Homburg v.d.H.,

Deutschland

Fentadon 50 ug/ml, Injektionslosung

Dechra Veterinary Products, Aulen-
dorf, Deutschland

Atropinsulfat

Braun Ecoflac, Melsungen, Deutsch-

lan

Isotonische Kochsalzlésung 0,9 %
500ml

Braun Ecoflac, Melsungen, Deutsch-

lan

Heparin-Na 25.000 IE/ 5ml

Ratiopharm GmbH, Landsham,

Deutschland
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2.1.2 Elektrophysiologische Untersuchungen

Avanti™ EinfUihrschleuse

Cordis, Miami Lakes, Florida, USA

Fuhrungsdraht Roadrunner®

Cook Denmark Holding ApS, Bjaever-

skov, Danemark

Inquiry™ Elektrophysiologie Katheter

St. Jude Medical, St. Paul, Minnesota,
USA

Anatomische Pinzette

Fine Science Tools GmbH, Heidel-

berg, Deutschland

Chirurgische Pinzette

Fine Science Tools GmbH, Heidel-

berg, Deutschland

Nerv- und Gefallhakchen

Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland

Wundspreizer

Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland

Sternumspreizer

Fehling Instruments GmbH & Co. KG,

Karlstein, Deutschland

Nadelhalter Fine Science Tools GmbH, Heidel-
berg, Deutschland

Klemme Fine Science Tools GmbH, Heidel-
berg, Deutschland

Mosquito Fine Science Tools GmbH, Heidel-
berg, Deutschland

Chirurgische Schere Fine Science Tools GmbH, Heidel-

berg, Deutschland

Intrafix Primeline, 150 cm

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

Perfusorleitung, 1,0 x 2,0 mm, PE, 150

cm,

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

Perfusorspritze 50 ml, transparent

B. Braun Deutschland GmbH & Co.
KG, Melsungen, Deutschland
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Risch Super SafetyClear Endotra-

chealtubus 4.5-7.0 mm

Wolfram Droh GmbH Mainz, Deutsch-

land

Ambu® Silikon-Beatmungsbeutel

Ambu GmbH, Bad Nauheim, Deutsch-

land

Miller VET F.O. LED Laryngoskop-
Spatel

Covetrus AT GmbH, Brunn am Ge-
birge, Deutschland

300A Servo Ventilator

Siemens Healthcare GmbH, Erlan-

gen, Deutschland

C-Bogen Exposcop 8000

Ziehm GmbH, Nlrnberg, Deutschland

MLCL CardioLab System

GE Healthcare, Chicago, lllinois, USA

OP-Sauger KATASPIR PRO

Medutek, Bremen, Deutschland

Pulsoxymeter Ohmeda BIOX 3700e

Ohmeda, Louisville, Colorado, USA

RAPIDLab® 1200 Blutgasmessgerat,

Siemens Healthcare GmbH, Erlan-

gen, Deutschland

SC 9000XL Patientenmonitor

Siemens Healthcare GmbH, Erlan-

gen, Deutschland

Foliodrape® Protect Lochtucher

Paul Hartmann AG,Heidenheim,

Deutschland

Gaze Nobagaze Kompressen

Noba Verbandmittel Danz GmbH u.
Co. KG, Wetter, Deutschland
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2.2 Invitro

2.2.1 Verbrauchsmaterialen

2.2.1.1  Allgemeine Verbrauchsmaterialien

Zentrifugenréhrchen 50ml| Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Tubes® Eppendorf, Hamburg, Deutschland

2.2.1.2 Immunofluoreszenz

Formaldehyd Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Triton Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,

USA

Mounting medium

Aglient Technologies, Santa Clara,

Kalifornien, USA

10x PBS Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA

Tween 20 Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA

BSA Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA

Goat Serum Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA

Objekttrager Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA
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Deckglaser Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Objekttrager ROTILABO © Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Super PAP Pen Liquid Blocker Science Services, Mlinchen, Deutsch-
land

Croyvial 2 ml Simport, Bernhard-Pilon, Canada

Cryomold® 25x20x5 mm Sakura Finetek USA, Inc., Torrance,

Kalifornien, USA

2.2.1.3 Durchflusszytometrie

1xDPBS Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

EDTA Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA

BSA Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA

Dnase Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA

Hyaluronidase Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA

Collagenase | Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA

Collagenase Xl Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA

Dispase® Il Protease Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA
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Hepes Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA

RBC Lysis Puffer BioLegend, San Diego, Kalifornien,
USA

Live/dead Fixable Dead Cell Stains Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien USA

Counting beads Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien USA
Compensition beads Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien USA
Cell Strainer 40 ym Corning, New York, USA

Cell Strainer 50 ym Sysmex, Nordernstedt, Deutschland

2.2.1.4 \Western Blot

Ammoniumpersulfat (APS) Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Rotiphorese gel Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

TEMED Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Isopropanol Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA

NuPage Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien USA

Magic maker Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien USA

P-Marker Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA

Ponceau-S-Staining Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA

Roti Block Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Milchpulver Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

ECL L6sung Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA
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Stripping Puffer

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tris Base Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Glycin Serva Electrophoresis GmbH, Heidel-
berg, Deutschland

Methanol Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA

Tris-HCL Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

NaCL Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tris-Bufferd Saline (TBS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA

Tween 20 Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA

SDS Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Salzsaure Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Glasplatten Bio-Rad, Hercules/Kalifornien, USA

Nitrocellulose Membran, 0,2 um

Invitrogen, Carlsbad, California, USA

Nitrocellulose Membran, 0,45 um

2.2.2 Antikorper

2.2.2.1 Durchflusszytometrie

Invitrogen, Carlsbad, California, USA

CD3e Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien USA

CD21 Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien USA

CD56 BioLegend, San Diego, Kalifornien,
USA

CD45 Bio-Rad, Hercules/Kalifornien, USA
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CD16

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien USA

CD172a

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien USA

CD163

Novus Biologicals, Mainz, Deutsch-

land

Streptavindin

BioLegend, San Diego, Kalifornien,
USA

BV421

BD Life Sciences, Allschwil, Schweiz

Fc Receptor Binding Inhibitor

2.2.2.2 Histologie

Primare Antikorper

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien USA

CD163 Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien USA

Desmin Novus Biologicals, Mainz, Deutsch-
land

Connexin 43 Abcam plc., Cambridge, UK

Hoechst Trichlorid Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien USA

Sekundare Antikorper

anti rabbit AF568

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien USA

anti goat Cy3

Abcam plc., Cambridge, UK

anti mouse AF488

Cell Signaling Technology, Danvers,
Massachusetts, USA
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2.2.2.3 Western Blot

Primare Antikorper

Connexin 37 LifeSpan BioSciences, Seattle, Wash-
ington, USA

Connexin 40 Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien USA

Connexin 43 Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien USA

Connexin 45 Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien USA

GAPDH Abcam plc., Cambridge, UK

Sekundare Antikdrper

HRP, rat anti mouse

‘ Abcam plc., Cambridge, UK

HRP, goat anti rabbit

2.2.3 Gerate und Maschinen

Zentrifuge 5430R

‘ Abcam plc., Cambridge, UK

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

MiniSpin plus

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

pH Meter ph538

Sigma-Aldrich, St.
USA

Louis, Missouiri,

Thermomixer®

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

PMR-30 Mini Rocker-Shacker

Grant Instruments, Cambridge, UK

Ultraschallhomogenisator  Ultra-Tur-

rax

Janke&Kunkel,

Deutschland

Staufen, Breisgau,

Prazisionswage Ohaus® Pioneer®

Ohaus, Pine Brook, USA

Prazisionswage Sartorius BP610

Sartorius, Gottingen, Deutschland
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Prazisionswaage EWJ

& Sohn

Deutschland

Kern GmbH, Balingen,

Axio Imager 2 Forschungsmikroskop

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutsch-

land

Digitales
DM6B

Forschungsmikroskop

Leica Microsytems GmbH, Wetzlar
Wertheim, Deutschland

Gefrierschrank -20 °C

Liebherr-Werk Biberach GmbH, Biber-

ach an der Rif}, Deutschand

Kuhlschrank KT1530

Liebherr-Werk Biberach GmbH, Biber-

ach an der Rif}, Deutschand

Ultratiefkthlschrank
F740nhi

CryoCube®

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eismaschine Ziegra

Ziegra Eismaschinen GmbH, Isernha-

gen, Deutschland

Magnetrihrer IKAMAG-REO

IKA Labortechnik, Staufen, Deutsch-

land

CryoStar™ NX70 Kryostat

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Pippetirehelfer accu-jet®S

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Pipette Eppendorf Research Plus

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipette pipetman®

Gilson S.A.S., Villiers-le-bel, Frank-

reich

Farbekasten ROTILABO®

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Farbekammer StainTray™

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Gelkammer

Bio-Rad, Hercules/Kalifornien, USA

Gelviewer GelDoc 2000

Bio-Rad, Hercules/Kalifornien, USA

Gelrunner Power Pac 3000

Bio-Rad, Hercules/Kalifornien, USA
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Imager Hamamatsu Photonics Deutschland
GmbH, Herrsching am Ammersee,
Deutschland

Westernrunner Bio-Rad, Hercules/Kalifornien, USA

PowerPac™ Power Supply

Bio-Rad, Hercules/Kalifornien, USA

Microm HM 340E Mikrotom

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

NanoDrop™ 2000 Photometer

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

BD LSRFortessaTM Cell Analyzer

BD Biosciences, San Diego, Kalifor-
nien, USA
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2.3 Software

GraphPad Prism v9

(Statistik, Graphenerstellung)

GraphPad Software, Inc., La Jolla, Ka-
lifornien, USA

FlowdJo v10

(Auswertung Durchflusszytometrie)

https://www.flowjo.com/

FIJl is just Imaged

(Auswertung Histologie)

https://imagej.net/

Biorender

(Erstellung von Abbildungen)

https://BioRender.com

Duden

(ausschliefdlich zur grammatikalischen

https://www.duden.de/

Korrektur)

ChatGPT https://chatgpt.com/

(ausschlief3lich zur grammatikalischen

Korrektur)

Microsoft Office Suite 2016 Microsoft, Redmond, Washington,
USA

- Excel (Statistik)
- Powerpoint (Abbildungen)
- Word

Endnote™

(Referenzmanager)

https://endnote.com/
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3. Methoden

3.1 Tiermodell

Aufgrund von strukturellen und funktionellen Ahnlichkeiten zum Menschen, ins-
besondere im Hinblick auf elektrophysiologische Eigenschaften und den Gluko-
sestoffwechsel, stellt das deutsche Hausschwein (Sus scrofa domesticus) ein ge-
eignetes und etabliertes Versuchstier fur die kardiovaskulare Forschung dar und
wurde daher fur die Wildtyp-Kontrollgruppe der vorliegenden Arbeit ausgewahlt
(164, 165, 171).

Zur Untersuchung proarrhythmogener Veranderungen wurde das genetisch
modifizierte INS®®#Y-Schweinemodell gewahlt. Bei diesem Modell kommt es an
der 94. Stelle der Aminosaurekette im INS-Gen zu einem Austausch von Cystein
in Tyrosin (167). Dies fuhrt zur Bildung von fehlgefaltetem Insulin, das im
endoplasmatischen Retikulum nicht abgebaut werden kann, was schlief3lich zum
Untergang der pankreatischen Beta-Zellen fiihrt (167). Uber diesen Mechanis-
mus entwickeln die transgenen Schweine einen stabilen diabetischen Phanotyp
(165). Das INSC94Y-Schweinemodell wurde nach dem Vorbild des in der Klein-
tierforschung weit verbreiteten Akita-Mausmodells entwickelt und dient als tier-

experimentelles Modell zur Untersuchung des MIDY-Diabetes (95).

In vorausgegagenen Studien wurden bei transgenen INSC94Y-Schweinen im
Alter von 4,5 Monaten signifikant erniedrigte Nichterninsulinspiegel sowie eine
erhohte Insulinresistenz festgestellt (167). Zudem zeigte sich im Alter von 4,5
Monaten bei den transgenen Schweinen eine reduzierte Beta-Zell-Masse sowie
eine signifikante Reduktion des Pankreasgewicht im Vergleich zu den
Kontrollschweinen (167). Als frihe Folgeerscheinung der Diabeteserkrankung
zeigte sich bei 4,5 Monate alten INSC94Y-Schweinen eine ausgepragte
Kataraktbildung (167). In 8 Monate alten INSC94Y-Schweinen wiesen Muller-
Zellen, die entscheidend an der Pathogenese der diabetischen Retinopathie
beteiligt sind, eine Dysregulation zentraler Proteine auf (172). Als spate
Folgeerscheinung der Diabeteserkrankung zeigten zwei Jahre alte INSC94Y -
Schweine typische Merkmale einer proliferativen diabetischen Retinopathie,

darunter die Ansammlung harter Exsudate, cotton-wool-Spots sowie intraretinale
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MikrogefalRveranderungen, die auch fir die menschliche diabetische
Retinopathie charakteristisch sind (173). Auch im Herzen zeigten die INSC94Y -
transgenen Schweine signifikante Veranderungen (174): Bei 5 Monate alten
INSC94Y-transgenen Schweinen wurden im Vergleich zu altersgleichen Wildtyp-
Tieren eine verminderte Kapillardichte sowie eine reduzierte Perizytenbesetzung
im Myokard festgestellt, was auf eine durch Diabetes mellitus bedingte
Destabilisierung der mikrovascularen Herzarchitektur hinweist (174). 10-12
Wochen alte INSC94Y-Schweine zeigten im Vergleich zu Wildtyp-Tieren eine
linksventrikulare Dilatation und eine leicht reduzierte Ejektionsfraktion, begleitet

von erhdhten endsystolischen Driicken und erhéhtem koronaren Blutfluss (175).

Zusammenfassend weisen die transgenen INSC94Y-Schweine in
vorausgegangenen Studien in verschiedenen Organsystemen Hinweise auf

diabetogene Folgeerkrankungen auf (172-175).

FUr die nachfolgenden Versuche wurden ca. 6 Monate alte Schweine beider

Geschlechter eingeschlossen und in drei Kohorten unterteilt:

1) Gesunde Wildtyp-Schweine (WT)

2) Transgene diabetische INSC94Y-Schweine (DM)

3) Transgene diabetische INSC94Y-Schweine mit Dapagliflozin-Therapie
(DM+DAPA)
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3.2 Invivo

Die Schweine werden am Moorversuchsgut, einem Institut der Ludwigs-Maximi-
lians-Universitat Minchen, in OberschleilRheim aufgezogen und mit ca. 6 Mona-
ten in das Walter-Brendel-Institut in Minchen 2 bis 3 Tage vor Versuchsbeginn
zur Akklimatisierung uberfuhrt. Ein Teil der Schweine aus der Kohorte der diabe-
tischen Tiere erhielt nach Ende der Saugezeit bis zum Beginn der in vivo-Versu-
chen mit ca. 6 Monaten eine Tagesdosis von 10 mg Dapagliflozin parallel zur
morgendlichen Futteraufnahme (DM+DAPA-Kohorte).

Die diabetischen Tiere erhielten zudem bei Blutzuckerspitzen eine Behandlung
mit Insulin. Eine intensivierte Insulintherapie wurde nicht durchgefiihrt, um einen
ausgepragten diabetischen Phanotyp zu etablieren und die Folgen einer chroni-
schen Hyperglykamie bei den diabetischen Tieren untersuchen zu kdénnen. Ab
einem Nuchternblutglukosewert gro3er als 400 mg/dl wurden die Schweine mit
einem Kurzzeitinsulin behandelt, bei Bedarf wurde zusatzlich ein langwirksames
Insulin verabreicht. Der Zielblutzuckerspiegel wurde zwischen 200 und 300 mg/dl

festgesetzt.

Fir die in vivo-Experimente wurde insgesamt eine Kohorte von 19 Schweinen,
bestehend aus weiblichen und mannlichen Tieren, untersucht und in drei sepa-
rate Untergruppen eingeteilt: Gesunde Wildtyp-Schweine (WT, n=4), diabetische
INSC94Y-Schweine ohne Therapie (DM, n=6) und diabetische INSC94Y-
Schweine mit Dapagliflozin-Therapie (DM+DAPA, n=9).

Dieses Projekt wurde durch die Regierung von Oberbayern genehmigt. Die im
Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten Tierexperimente wurden im Einklang mit
dem Deutschen Tierschutzgesetz und der Tierschutzversuchstierordnung durch-
gefluhrt.

3.2.1 Induzierbarkeit von Vorhofflimmern

Am Versuchstag erhielten alle Kohorten gleichermalRen zunéachst eine intramus-
kulare Narkotisierung. Hierflr wurde Atropinsulfat (0,05 mg/kg KG), Ketamin (20
mg/kg KG) und Azaperon (10 mg/kg KG) verwendet. Anschlieiend wurde tUber
einen vendsen Zugang am Ohr Midazolam (0,5 mg/kg KG) verabreicht und als

Analgetikum Fentanyl (0,05 mg/kg KG) verwendet. Nach erfolgreicher
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endotrachealer Intubation wurden die Schweine druckkontrolliert beatmet. Zur
weiteren Aufrechterhaltung der Narkose wurde Propofol (0,5 mg/kg KG/min) und
Fentanyl (0,05 mg/kg KG) verwendet (176). Die Kontrolle der korrekten Einstel-

lung der Beatmungsparameter erfolgte Uber regelmaliige Blutgasanalysen.

Nach Narkotisierung der Schweine erfolgte die Anlage eines 12-Kanal-EKGs zur
Uberwachung und Aufzeichnung. In den rechten Vorhof wurde ein multipolarer
Katheter platziert, um elektrophysiologische Untersuchungen durchfihren zu
konnen (177). Mittels 6-sekundiger Burst-Stimulation (10 Hz) wurde anschlie-
Rend die Induzierbarkeit von Vorhofflimmern untersucht. Hierbei wurden irregu-

lare, schnelle RR-Intervalle als Vorhofflimmerepisode gewertet.

Am Ende der in vivo-Versuche erhielten die Schweine eine zusatzliche Analgesie
mit einem Bolus von 0,5 mg/kg KG Fentanyl. Der Thorax wurde nach einer War-
tezeit von ca. 5 Minuten durch eine mediane Thorakotomie erdffnet. Die Ver-
suchstiere wurden durch exsanguinatorische Euthanasie mittels Durchtrennung
der Vena cava inferior terminiert. Das Schweinherz wurde anschlieend enthom-
men und die einzelnen Regionen wurden wie unten beschrieben herausprapa-

riert.
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3.3 Invitro

3.3.1 Mikrodissektion Schweineherz

Vor Versuchsbeginn wurde pro Herz ein Liter Tyrode-Losung hergestellt und bei

+4 °C gekuhlt gelagert.

Tyrode-Losung

Pro ein Liter

NaCl 8¢

KCI 403 mg
MgCl2 102 mg
CaCl2 265 mg
Hepes 3,76 g
D(+)-Glucose 901 mg

=>» Einstellen auf pH 7,35

Nach Entnahme wurde das Herz in eine Schussel mit geklhlter Tyrode-Ldsung
platziert. Nach Durchspulung der linken und rechten Koronararterie mit ca. 40 ml
eiskalter Tyrode-L6sung je Gefal® wurden die einzelnen Areale nach folgendem

Schema entnommen.

Pro Region wurde ein jeweils zweimal zwei Zentimeter grol3es Gewebestuck fur
die Histologie entnommen, in ein Cryomold gelegt und mit Tissue-Tek auf Tro-
ckeneis eingebettet. Sobald das Tissue-Tek komplett ausgehartet ist, wurden die
Proben bei -80 °C gelagert. Fur die Molekularbiologie wurde die Gewebeprobe
in mehrere kleine ca. finfmal funf mm grof3e Stlcke geschnitten und in einem
Cryotube in FlUssigstickstoff schockgefroren. Die Proben wurden danach aus
dem Stickstoff entnommen und bei -80 °C gelagert. Fur die Durchflusszytometrie
wurden je ca. einmal ein cm grof3e Proben entnommen und zusammen mit drei
ml DPBS pro Probe in einem Falcon-Tube auf Eis kiuhigelagert, bis alle Proben

entnommen waren und mit dem Experiment begonnen werden konnte.
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3.3.1.1 Entnahme der Proben

Nach Entnahme des Herzens wurde dieses mit Blick auf das Herz von vorne auf
einer Arbeitsplatte positioniert (vgl. Abb. 14-A) und anschlieRend vom Apex aus-
gehend zur Basis senkrecht zum interventrikularen Septum in circa vier Scheiben
von jeweils einem Zentimeter Lange geschnitten (vgl. Abb. 14-B). Hierbei stellt
sich die Wand des linken Ventrikels im Vergleich zum rechten Ventrikel durch die
verstarkte Muskulatur dicker dar. Aus diesen Scheiben wurden nun Gewebepro-

ben aus dem linken und rechten Ventrikel enthommen.

Apex

Basis

4

Abbildung 14. Entnahme der Proben, Teil 1. (A) Blick auf die Vorderseite des Herzens, (B) In
Scheiben geschnittene Proben aus dem rechen (RV) und linken Ventrikel (LV).

Anschlieltend wurden die Proben des rechten Vorhofohrs sowie des rechten Vor-
hofes entnommen. Hierflir wurde zunachst die Vena cava superior aufgesucht,
die in den rechten Vorhof mindet (vgl. Abb. 15-A) (178). Die Vena cava superior
wurde nun lateral aufgeschnitten (vgl. Abb. 15-B). Dieser Schnitt wurde lateral
durch das rechte Atrium weitergefuhrt. Fur eine bessere Sicht wurde die Spitze
des rechten Vorhofohres abgeschnitten. AnschlieRend wurde eine Probe aus
dem rechten Vorhof enthommen. Das rechte Vorhofohr Iasst sich von auf3en be-
reits gut sichtbar vom rechten Vorhof abgrenzen (vgl. Abb. 15-A). Von innen lasst

sich das Vorhofohr eindeutig uber die raue Oberflache, hervorgerufen durch die
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Musculi pectinati, im Vergleich zu der glatten Oberflache des Vorhofes abgren-
zen (179).

A B

Abbildung 15. Entnahme der Proben, Teil 2. (A) Blick auf das rechte Vorhofohr (RAA), die
Pinzette zeigt auf die Vena cava superior, (B) Die Vena cava superior wurde lateral eroffnet.

Zur Identifizierung des Sinusknoten-Areals wurde zunachst die Crista terminalis
aufgesucht, die als Muskelstrang zwischen rechtem Vorhofohr und rechtem Vor-
hof verlauft (vgl. Abb. 16-A) (180). Der Sinusknoten liegt rechts der Crista termi-
nalis, am cavoatrialen Ubergang (181). Mit Start am cavoatrialen Ubergang
wurde eine zwei Zentimeter lange Strecke ausgemessen, senkrecht zur Crista
terminalis wurde Richtung Atrium eine ein Zentimeter lange Strecke abgemessen
(vgl. Abb. 16-B). Dieses entnommene Gewebestlck sollte nun den Sinusknoten
enthalten (vgl. Abb. 16-B).

Der laterale Schnitt, der bereits zur Eréffnung des rechten Vorhofes diente, wurde
nun lateral durch den rechten Ventrikel erweitert (vgl. Abb. 17-A). Der rechte
Ventrikel wurde nun aufgeklappt, sodass ein freier Blick auf die Trikuspidalklappe
moglich ist (vgl. Abb. 17-B).
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Abbildung 16. Entnahme der Proben, Teil 3. (A) Blick auf das rechte Herz. Links im Bild das
rechte Vorhofohr (RAA), der rechte Vorhof (RA) ist eréffnet, das Sinusknoten-Areal (SAN) befin-
det sich atrialwarts der Crista terminalis, (B) Abmessung der Probenentnahme.

A B

Abbildung 17. Entnahme der Proben, Teil 4. (A) Blick von lateral auf das rechte Herz, (B) Blick
auf die Trikuspidalklappe.
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Der AV-Knoten befindet sich im Koch-Dreieck (182). Das Koch-Dreieck wird an-
terior durch das septale Segel der Trikuspidalklappe, posterior durch die Tendaro
Sehne, die Weiterfihrung der Einstrombahn der Vena cava inferior, und basal
durch den Sinus coronarius begrenzt (vgl. Abb. 18-A) (182). Ein einmal ein Zen-
timeter groRes Gewebestlick wurde aus dem Kochdreieck ausgeschnitten (vgl.
Abb. 18-B). Hierbei wurde nah an der Trikuspialklappe geschnitten, da der AV-
Knoten beim Schwein naher an der Trikuspidalklappe liegt als beim Menschen
(181).

Abbildung 18. Entnahme der Proben, Teil 5. (A) Blick auf das erdéffnete rechte Herz. Das Koch-
Dreieck wird von der Vena cava inferior, dem Koronarsinus (CS) und der Trikuspidalklappe be-
grenzt, (B) die AVN-Region befindet sich innerhalb des Koch-Dreiecks (griin).
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Das linke Vorhofohr kann bereits von aul3en durch die raue Anatomie gut identi-
fiziert werden (vgl. Abb. 19-A). Zur ldentifizierung des linken Vorhofes wurde das
Herz auf die Ruckseite gedreht. Als nachster Schritt wurden die Pulmonalvenen
aufgesucht, die in den linken Vorhof miinden (vgl. Abb. 19-B) (183). Anschlie-

Rend wurden Proben aus den jeweiligen Regionen entnommen.

Abbildung 19. Entnahme der Probe, Teil 6. (A) Blick auf das linke Vorhofohr (LAA), (B) Die
Pulmonalvenen (PV) eignen sich zur Auffindung des linken Atriums (LA).



Methoden

92

3.3.2 Durchflusszytometrie

3.3.2.1  Puffer und Losungen
Facspuffer
1x DPBS 500 ml
EDTA 2ml
BSA 25¢9
Verdauungspuffer
Enzym Menge
DNAse 2000 U/ml 800 pl
Hyaluronidase 600 U/ml 2000 pl
Collagenase 1 5000 U/ml 2000 pl
Collagenase 11 8000 U/ml 2000 pl
Dispase 50 U/ml 2000 pl
Hepes 400 pl
1x PBS 10 800 ul
Antikorper-Mastermix
Zelltyp Antikorper Farbe Verdiinnung | Menge
T-Zellen CD3e Biotin 1:50 20 pl
B-Zellen CD21 Biotin 1:50 20 ul
NK-Zellen CD56 Biotin 1:50 20 pl
Leukozyten CD45 AF647 1:5 40 pl
Monozyten CD16 PE 1:50 100 pl
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Makrophagen | CD172a FITC 1:50 20 ul
Residente CD163 APC-Cy7 1:50 20 ul
Makrophagen

Facspuffer 760 pl

Nach Entnahme von einmal ein Zentimeter grollen Gewebeproben aus den Are-
alen rechtes Vorhofohr (RAA), rechter Vorhof (RA), rechter Ventrikel (RV), linkes
Vorhofohr (LAA), linker Vorhof (LA), linker Ventrikel (LV), sowie Sinusknoten
(SAN), Atrioventrikularknoten (AV-Knoten) und interventrikulares Septum (IVS)
wurden die Proben in ein 50 ml Falcon-Tube mit ca. 15 ml 1x DPBS gelegt und
auf Eis gestellt. FUr die weitere Probenverarbeitung wurde eine Petrischale auf
Eis gestellt und darauf das Gewebestiick platziert. Dieses wurde mit Hilfe von
Pinzette und Skalpell so lange zerkleinert, bis eine einheitliche Suspension ent-
stand. Anschliel3end wurde das zerkleinerte Gewebe wieder zurick in ein Fal-
con-Tube befordert und mit Hilfe einer Prazisionswaage das Gewicht notiert. Pro

Probe wurden je zwei 1-ml-Eppendorf-Tubes beschriftet und bereitgestellt.

Mit Hilfe einer Pasteuerpipette wurden zwei ml des Verdauungspuffers in das
Falcon-Tube mit der Gewebeprobe Uberfuhrt. Mit Hilfe der Pipette wurden Gewe-
beprobe und Puffer griindlich vermengt und anschlieend die Probe in zwei Ep-
pendorf-Tubes mit je 1 ml Gewebe-Puffer-Mix aufgeteilt. Anschlielend wurden
die Eppendorf-Tubes mit den Proben in einem Heizblock bei 37 °C flr 30 min
inkubiert. Nach 30 min wurden die Proben fir sieben Minuten bei 450 g zentrifu-
giert. In der Zwischenzeit wurde nochmals der gleiche Verdauungspuffer vorbe-
reitet. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand vorsichtig abpipettiert und in
das Eppendorf-Tube mit dem verbliebenen Gewebe ein ml des Verdauungspuf-
fers hinzugeflgt. Nachdem die Probe mit einem Vortexgerat vermengt wurde,

wurden sie nochmals im Heizblock inkubiert.

Nach Ende der Inkubationszeit wurde die Probe mit Hilfe von FACS-Puffer durch
ein 40 um groRes Zellsieb filtriert. Die Proben wurden fiir sieben Minuten mit 340
g zentrifugiert und der Uberstand wurde abgeschiittet. AnschlieBend wurde pro

Probe ein ml des ,Red Blood Cell Lysis“-Puffers hinzugefugt, fur zehn Minuten
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auf Eis inkubiert und anschlieRend zentrifugiert und der Uberstand abgeschiittet.
Um unspezifische Bindungen zu vermeiden, wurden die Proben mit einer 1:50
Mischung des FC-Block-Rezeptor-Antikdrpers fur 20 Minuten auf Eis inkubiert.
Ohne zu waschen wurden 100 ml des Antikorper-Mastermixes hinzugefugt, fur
eine Stunde auf Eis inkubiert und anschlieRend wurden die Proben zentrifugiert

und der Uberstand abgekippt.

AnschlieRend wurden 10 ml von einem Mix einer 1:100 Streptavidin-Antikorper-
Ldsung hergestellt und mit den Proben fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. Danach
wurden die Proben wieder mit Hilfe von FACS-Puffer fur sieben Minuten mit 340
g zentrifugiert und der Uberstand abgekippt. AnschlieRend wurden die Proben
mit 300 ul FACS-Puffer resuspendiert und im Verhaltnis von 1:1000 mit ,Live and
Dead“-Antikorper vermischt. Bevor die Proben am LSR Fortessa Gerat analysiert

wurden, wurden sie nochmal durch ein 50 ym grof3es Nylonsieb gefiltert. An-

schlieend wurden pro Tube 20 pl ,,Counting Beads* hinzugeflgt.

Fur die Kompensation, bei der sichergestellt wird, dass die richtige Emission des
fluoreszierenden Antikoérpers gemessen wird, wird eine Probe bendtigt, die nicht
mit dem Antikorper-Mastermix gefarbt ist. Dafur wurde ein einmal ein Zentimeter
groles Gewebestuck aus dem linken Ventrikel verwendet, wie oben beschrieben
verdaut und die roten Blutzellen lysiert. Nach waschen des Lysepuffers fur die
roten Blutzellen war die Verarbeitung der ungefarbten Probe abgeschlossen. Pro
verwendete Farbe wurde ein 1 ml gro3es Eppendorf-Tube bendtigt. In jedes Ep-
pendorf-Tube wurde 50 ul FACS-Puffer pipettiert sowie 1 pl des verwendeten
Antikorpers hinzugefugt. Pro Gefal® wurde anschliel3end ein Tropfen von ,Com-
pensition Beads" hinzugeflgt. AnschlieRend wurden die Eppendorf-Tubes kurz
zentrifugiert und gevortext, um sicherzugehen, dass sich die ,Counting Beads"
mit dem Antikoérper-/FACS-Puffer-Gemisch vermengen. Die Mischung wurde an-
schlielend fur 20 Minuten inkubiert, danach wurden pro Tube 1000 ul FACS-
Puffer hinzugeflgt und diese fir funf Minuten auf 600 g zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde abgeschuttet und anschlieRend die Proben in je 300 ul FACS-Puffer

resuspendiert.
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3.3.2.2 Auswertung der Durchflusszytometrie

Im Rahmen der Durchflusszytometrie wurden insgesamt 21 Schweine (WT n=6,
DM n=6, DM+DAPA n=9) in neun verschiedenen Regionen (RAA, RA, RV, LAA,
LA, LV, SAN, AVN, IVS) untersucht. Um verschiedene Typen von Immunzellen
untersuchen zu kdnnen, mussen diese zunachst voneinander differenziert wer-

den. Aus einer hamatopoetischen Stammzelle kénnen sich zwei grof3e Vorlau-

ferklassen entwickeln (vgl. Abb. 20) (184):
8 Lymphocyte .

Common MGl Plasma Cell
Lympno.a .
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‘ NK-T Cell
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Abbildung 20. Hamatopoese. Eine hdmatopoetische Stammzelle kann sich in eine lymphoide
sowie myeloide Stammzelle entwickeln. Aus diesen beiden Zelllinien erfolgt die Hamatopoese.
Abbildung von Chaplin D. et al. (185).

Aus der lymphoiden Stammzelle entwickeln sich B-Zellen, T-Zellen und naturli-
che Killerzellen (184). Aus der myeloiden Stammzelle entwickeln sich unter an-
derem Monozyten und Makrophagen (vgl. Abb. 20) (184).

Zur Auswertung der Daten der Durchflusszytometrie wurde das Programm

FlowJo v10 verwendet.
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Da B-Zellen, T-Zellen und naturliche Killerzellen nicht von der gleichen Stamm-
zelle abstammen wie die zu untersuchenden Zellen — Leukozyten und Makropha-
gen - werden diese Zellen aussortiert (vgl. Abb. 21-C) (184). Hierfur wird fur B-
Zellen der Marker CD21, fur T-Zellen der Marker CD3 und fur naturliche Killerzel-
len der Marker CD51 verwendet (186-188). Als Leukozyten werden CD45" Zellen
identifiziert (vgl. Abb. 21-D), anschliel3iend wurden innerhalb dieser Zellen CD16*
Zellen als Monozyten eingeschlossen (vgl. Abb. 21-E) (189, 190). Innerhalb die-
ser Population wurde CD172a als allgemeiner Makrophagen-Marker verwendet
(vgl. Abb. 21-F) (191). Die CD172a* Zellen wurden im letzten Schritt weiter un-
terteilt in CD163* residente Makrophagen (vgl. Abb. 21-G-2) und CD163" nicht-
residente Makrophagen (vgl. Abb. 21-G-1) (192).

Abbildung 21. Gating Strategie der Durchflusszytometrie. A) Auswahl der gesamten Zellpo-
pulation mittels Forward (FSC-A) und Side Scatter (SSC-A) B) Auswahl von einzelnen Zellen C)
CD3e*CD21*CD51* B-Zellen, T-Zellen und nattrliche Killerzellen werden aussortiert, D) Identifi-
zierung von CD45* Leukozyten, E) Identifizierung von CD16* Monozyten, F) Identifizierung von

CD172a* Makrophagen, G-1) CD163- nicht-residente Makrophagen und G-2) CD163" residente
Makrophagen.
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3.3.3 Histologie

3.3.3.1  Puffer

Waschpuffer
10x PBS 100 ml
Tween 20 (< 0,5 %) 1 ml
BSA 59
Destilliertes Wasser 900 ml

Permiabilisationspuffer

PBS ‘ 50 mi
Trition 0,5 % ‘ 0,25¢
Blockpuffer

Ziegen Serum 100 % ‘ 0,5 ml
Waschpuffer ‘ 4.5 ml

Nach Probenentnahme wurde das Gewebe transmural in Tissue-Tek auf Tro-
ckeneis eingebettet. Die Proben wurden mit Hilfe des Cryotoms im 50 ym Ab-

stand getrimmt und dann im zehn ym Abstand geschnitten. Die optimale Klingen-
temperatur fur das Herz wurde auf -25 °C, sowie die Umgebungstemperatur auf
-18 °C eingestellt. Das geschnittene Gewebe wurde auf einem Objekttrager plat-

ziert und dieser wurde bis zu dem Beginn der Farbung auf -20 °C gelagert.

Vor Beginn der Farbung wurden die ausgewahlten Objekttrager mit den Gewe-
bestlicken auf einer Farbebox platziert und jedes Gewebe mit einem Liquid-Blo-
cker-Stift umrandet. Die Umrandung mit dem Liquid-Blocker-Stift wurde nach je-

dem Waschvorgang kontrolliert und gegebenenfalls nachgetragen. Pro Gewebe

wurden 500 pl 4 % Formaldehyd-Losung auf den Objekttrager pipettiert und
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dieses fur 20 Minuten inkubiert, um das Gewebe auf dem Objekttrager fir die
Farbung zu fixieren. Anschliel3end wurde die Formaldehyd-Lésung auf einem Pa-
piertuch abgetropft, die Objekttrager in Waschbecher gestellt und fur finf Minuten
auf einem Wippschuttler gewaschen. Nach funf Minuten wurde die Waschlésung
ausgetauscht und die Objekttrager erneut fur finf Minuten gewaschen. Nach dem
Waschvorgang wurden die Objekttrager wieder in die Farbebox gelegt. Anschlie-
Rend wurde ca. 500 pl des Permiabilisationspuffers auf das Gewebe aufgetragen
und die Objekttrager erst fir zehn Minuten inkubiert, dann wie oben beschrieben
zweimal fur fanf Minuten gewaschen. Um unspezifische Bindungen zu verhin-
dern, wurde 500 pul Blocking-Losung aufgetragen und fur mindestens eine Stunde
inkubiert. Nach dem Blocking-Vorgang ist kein Waschvorgang nétig, die Blo-
cking-Losung wurde durch Abklopfen des Objekttragers auf einem Papiertuch
entfernt. Die verwendeten primaren Antikdrper wurden jeweils mit Blocking-Lo6-
sung im Verhaltnis 1:300 (CD163), 1:300 (Connexin 43) sowie 1:400 (Desmin)
verdinnt. Pro Gewebe wurde 100 ul Antikérperldsung aufgetragen und fir min-
destens eine Stunde inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben dreimal fur funf
Minuten mit Waschpuffer gewaschen. Die verwendeten sekundaren Antikorper
wurden mit Waschpuffer im Verhaltnis 1:300 (anti-rabbit AF568 fur Connexin 43,
anti-goat Cy3 fur Desmin, anti-mouse AF488 fur CD163) verdiinnt. Von dem se-
kundaren Antikoérper wurden ca. 100 ul Lésung auf das Gewebe getraufelt und
fur 60 Minuten inkubiert. Anschlielend wurden die Objekttrager dreimal fur flnf
Minuten mit Waschpuffer gewaschen. Um die Zellkerne zu farben wurde 50 pl
einer 1:1000 Mischung mit DAPI, die mit 1x PBS verdiinnt wird auf die Objekttra-
ger aufgetragen, fur zehn Minuten inkubiert und anschlieRend mit Waschpuffer

dreimal fur funf Minuten gewaschen.

Nach Abschluss des Farbevorgangs wurde ca. finf bis zehn pl ,Mounting-Me-
dium® auf das Gewebe verteilt, ein Deckglas blasenfrei auf dem Objekttrager auf-
gelegt und anschliefliend wurden die Objekttrager fir 30 Minuten bei Raumtem-
peratur getrocknet, bevor sie entweder mikroskopiert wurden oder in einer

Munchner Mappe bei 4 °C im Dunklen gelagert wurden.
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3.3.3.2 Auswertung der CD163-Farbung

Fur die CD163-Farbung wurden insgesamt 17 Schweine (WT n=5, DM n=6,
DM+DAPA n=6) auf CD163* Makrophagen in sechs Regionen (RAA, RA, RV,
LAA, LA, LV) untersucht. Pro Gewebe wurden am Mikroskop funf Fotos in 40-
facher VergroRerung pro Region zufallig aufgenommen. Mit Hilfe der Z-Stack-
Funktion wurde die erweiterte Tiefendarstellung von 20 Ebenen in je fiunf mm
Abstand aufgenommen und zu einem Bild zusammengefligt, um eine bessere
Tiefenscharfe zu erreichen. Der Mittelwert aus allen flnf Fotos pro Region wurde
mittels Excel berechnet und verwendet. Die endgultige Anzahl an CD163* Mak-

rophagen pro Bild wurde pro mm?* angegeben.

3.3.3.3 Auswertung der Connexin 43-Farbung

Fir die Connexin 43-Farbung wurden insgesamt 15 Schweine untersucht. Pro
Kohorte wurden jeweils funf Tiere (WT, n=5, DM, n=5, DM+DAPA n=5) in sechs
verschiedenen Regionen (RAA, RA, RV, LAA, LA und LV) auf die Expression von
Connexin 43 untersucht. Die Bilder wurden mittels des Leica-Mikroskops in 40-
facher Vergrolierung aufgenommen. Pro Region wurden funf zufallig ausge-
wahlte Bilder pro Tier analysiert. Mit Fiji Image J erfolgte eine Quantifizierung der
Connexin 43-Expression mittels Intensitat-Messung. Anschlieliend wurde mittels
Microsoft Excel der Mittelwert sowie die Standardabweichung flr jede Region

berechnet.
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3.3.4 Protein Isolation

3.3.4.1 Puffer und Lésungen

Tris-Lésung

Tris 18,17 g

Destilliertes Wasser 100 ml

= pH auf 8,8 einstellen

EDTA-LO6sung

EDTA 14,619

Destilliertes Wasser 100 ml

= pH auf 8,0 einstellen

NaF-Losung
NaF ‘ 4,20 g
Destilliertes Wasser ‘ 100 ml

20 % SDS-Losung

SDS ‘209

Destilliertes Wasser ‘ 100 ml

Kraniaspuffer

Tris-Losung pH 8,8 6 ml
EDTA-Losung pH 8,0 3 ml
NaF-Ldsung 9 ml
20 % SDS-Losung 45 ml
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Glycerol 30 ml

Destilliertes Wasser 207 ml

= pH auf 8,86 einstellen

Kranias-Lésung

Kranias-Puffer 10 ml
Complete mini 1 Tablette pro 10 ml
Phospho stop 1 Tablette pro 10 ml

Fur die Proteinisolation wurden die Gewebeproben wie oben beschrieben aus
dem Herzen entnommen und zuerst auf Trockeneis gefroren und anschliel3end

vor der Benutzung auf -80 °C gekuhlt gelagert.

Der erste Schritt bestand aus der Gewebezerkleinerung. Hierfir wurde das Ge-
webe in den Eppendorf-Tubes auf Trockeneis gelagert, um eine ausreichende
Harte des Gewebes zu gewahrleisten. Die Probe inklusive Eppendorf-Tubes
wurde in Flussigstickstoff getunkt, anschlieend wurde das tiefgefrorene Gewebe
entnommen, in Alufolie gewickelt und mit einem Hammer zu Pulver zerkleinert.
Gegebenenfalls wurde das Gewebe zwischendurch nochmals in Flissigstickstoff
gegeben, um die Zerkleinerung zu erleichtern. Das zerkleinerte Gewebe wurde

in ein 1,5 ml Eppendorf-Tube mit 1 ml Kranias-L6sung gegeben.

Das Gefall mit dem Gewebe und der Kranias-Lésung wurde fur ca. 15 Sekunden,
aber mindestens so lange, bis eine homogene Suspension entsteht, mit Hilfe ei-
nes Ultraschallgerates weiter zerkleinert. Bis jede Probe zerkleinert ist, wurden
die restlichen Proben auf Eis gestellt. AnschlielRend wurden die Proben bei 4 °C
auf 900 g fiir 15 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues GefaR
pipettiert und stellt das isolierte Protein dar. Der Schaum und das Zellpellet wur-

den verworfen.
Alle folgenden Schritte dienen der Feststellung der Proteinkonzentration. Zuerst
wurden die Proteine im Verhaltnis 1:20 verdunnt, indem drei ul der Probe zu 60

bl nukleasefreiem Wasser in ein neues 1,5 ml groRes Eppendorf-Tube pipettiert

wurden.
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BSA-Standard-Verdiinnungsreihe

Standard nukleasefreies Finale BSA-Kon-
Wasser zentration
A 0 ul 300 pl des Stan- | 2000

dard-Albumins

B 125 pl 375 ul des Stan- | 1500
dard-Albumins

C 325 pl 325 pl des Stan- | 1000
dard-Albumins

D 175 ul 175 ul von Tube B | 750

E 325 325 ul von Tube C | 500

F 325 pl 325 pl von Tube E | 250

G 325 ul 325 pl von Tube F | 125

H 400 pl 100 pl von Tube | 25
G

l 400 pl 0 ul 0

Fir das ,Working-Reagenz" wurde das Pierce BCA Protein Assay Kit verwendet
und Reagenz A und B im Verhaltnis 50 ml (A) : 1 ml (B) hergestellt. Pro Probe
wurden 0,5 ml ,Working-Reagenz® benétigt. AnschlieRend wurden fur jede Stan-
dardprobe und fur jedes isolierte Protein zwei Eppendorf-Tubes beschriftet. In
jedes Eppendorf-Tube wurden 500 pl ,Working-Reagenz“ pipettiert und die Dup-
likate des Standards je 25 ul der jeweiligen Standardproben und in die Duplikate
der isolierten Proteine je 25 ul des jeweiligen verdunnten Proteins aus den jewei-
ligen Herzregionen hinzugefugt. Diese Proben wurden fir 30 Minuten bei 37 °C
im Heizblock inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit konnten zuerst die Stan-
dardproben und anschlielend die Proteinproben mit dem BCA-Programm ge-

messen und so die Proteinkonzentration festgestellt werden.
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3.3.5 Western Blot

3.3.5.1 Lésungen und Gele

10x TBS
Tris-HCI 24 g
Tris-Base 5649
NaCl 88 ¢
Destilliertes Wasser 900 ml
TBST (Trist bufferd saline)
TBS 10x 100 ml
Destilliertes Wasser 900 ml
Tween 20 1 ml

10x Laufpuffer

Mit Hilfe von destilliertem Wasser wurde der 10x Laufpuffer vor Verwendung auf

1x verdinnt.

Tris-Base 30g
Glycin 114 g
SDS 10g

Destilliertes Wasser

Auffillen bis 1000 ml

= pH auf 8,3 einstellen

1,5 M Tris-HCL
Tris-Base 18,17 g
Destilliertes Wasser 70 ml

= pH auf 8,8 einstellen
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0,5 M Tris-HCL

Tris-Base 6,07 g

Destilliertes Wasser 70 ml

= pH auf 6,8 einstellen

Blot-Puffer

Tris-Base 3,03¢g

Gylcin 14,40¢

Methanol 20 % 200 ml

Destilliertes Wasser

Bis 1000 ml auffullen

= pH auf 8,3 einstellen

5 % Milch-Losung

TBST

‘100 ml

Milchpulver

i

Im Rahmen des Experiments liefen die Proteine durch Acrylamidgele. Je nach

GrolRe des untersuchten Proteins wurde die Acrylamidkonzentration individuell

angepasst:

Proteingrofie

Acrylamidkonzentration

4-40 kDa
12-45 kDa
10-70 kDa
15-100 kDa

25-300 kDa

20 %
15 %
12.5 %
10 %

8 %
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Fir zwei Gele wurden folgende Reagenzien bendtigt:
Trenngel
Material Menge | Menge Menge | Menge |Menge | Menge
fir6 % | fir 8 % fir 10 % | fur 12 % | fur 15 % | fur 18 %
Destilliertes | 5,3 ml 4.6 ml 4.0ml 3,3 ml 2,3 ml 1,3 ml
Wasser
1,5 M Tris|25ml |25ml 2,5ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5ml
pH 8,8
10%SDS |[0,Aml |[0,1ml 0,1 mi 0,1 mi 0,1 ml 0,1 mi
10%APS [0,Aml |[0,1ml 0,1 mi 0,1 mi 0,1 ml 0,1 mi
Rotiphorese | 2,0 ml 2,7 ml 4.0ml 4.0 ml 5,0 ml 6,0 ml
Gel
Temed 0,008 0,008 ml | 0,008 ml | 0,008 ml | 0,008 ml | 0,008 ml
mi
Obergel
Material Menge
Destilliertes Wasser 2,8 mi
0,5 M Tris-HCI 1,25 ml
10 % SDS 0,05 ml
10 % APS 0,05 ml
Rotiphorese Gel (Acrylamid) 0,85 ml
Temed 0,005 mi

Fir den Western Blot wurde eine dinne und eine dicke Glasplatte bendtigt, die

in eine Halterung des ,Trans Blot Cell Containers” befestigt wurde. Das Trenngel

wurde wie oben beschrieben hergestellt und mittels einer Pipette zwischen die
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Glasplatten geflllt. Nach einer Wartezeit von ca. 15 Minuten war das Trenngel
ausgehartet. Das Obergel wurde nun zusammen mit dem Probeneinsatz hinzu-
geflgt. Nach einer weiteren Wartezeit von ca. 15 Minuten war das Obergel aus-
gehartet. Aufgetretene Blasen wurden sowohl bei dem Trenngel als auch bei dem
Obergel durch eine Schicht Isopropanol entfernt, welches dreimal mit Wasser

abgewaschen wurde. In den Elektrophorese-Kasten wurde anschlieRend ein

Laufpuffer geschittet, der die Gele komplett bedeckt. 10 ul Protein wurden nun

zusammen mit 3 pl ,NuPage Sample-Puffer” vermischt und fir finf Minuten bei
95 °C im Heizblock inkubiert. Anschlielend wurde die gewlnschte Menge Pro-
tein-NuPage-Mischung in das Gel pipettiert. Nun wurde der Elektrophorator an
den Strom angeschlossen, vorerst fur ca. 80 Volt fur 15 Minuten, aber mindestens
so lange bis alle Proteine durch das Obergel gelaufen waren. Abschlieliend
konnte dann der Strom auf 120 Volt fir ca. 45 Minuten angeschlossen werden,
die Laufzeit dauerte mindestens so lange, bis alle Proteine komplett das Trenngel

durchlaufen hatten.

Als nachster Schritt erfolgte das Blotting. Hierfur wurde eine flache Wanne beno-
tigt, in die ein Liter Blotting-Losung gegossen wurde. Danach wurde links und
rechts auf die Gelholderkassette ein Schwamm, darauf ein grof3er Blottingdfilter
und ein kleiner Blottingfilter platziert. In die Mitte wurde schlieRlich das Gel ge-
legt, dessen Proteine sich auf die nun platzierte Membran, die direkt auf das Gel
gelegt wird, Ubertragen sollten. Mit Hilfe einer Rolle, die Uber die Membran ge-
fuhrt wurde, kann sanft Druck ausgelibt werden, sodass Gel und Membran in
engen Kontakt kommen. Anschliellend wurde die Gelholderkassette wieder zu-
geklappt und zurick in den Elektrophoresekasten gesetzt. Der Strom wurde fur
ca. 75 Minuten mit 100 Volt angeschlossen, wahrend der Elektrophoresekasten

auf Eis stand.

Der Erfolg des Blotting-Prozesses wurde mittels Ponceau-Farbung bewertet.
Hierzu wurde die Membran zuerst in eine Box Uberfuhrt, und dann mit TBST, das
die Membran komplett bedeckt, fur funf Minuten auf einem Wippschuttler gewa-
schen. Nach funf Minuten wurde das alte TBST durch neues ausgetauscht, die-
ser Vorgang wurde insgesamt dreimal wiederholt. Nach Ende des Waschvor-
gangs wurde das restliche TBST abgeschuttet und Ponceau-Lésung auf die

Membran aufgetragen. Die Ponceau-Lésung wurde fur zehn Minuten inkubiert.
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Anschlieltend wurde die Membran dreimal fur funf Minuten mit TBST gewaschen.
Waren nun pinke Banden auf der weillen Membran sichtbar, konnte von einem

erfolgreichen Blotting-Prozess ausgegangen werden.

AnschlieRend erfolgte das Blocken der Membran, um unspezifische Antikdrper-
bindungen zu vermeiden. Hierzu wurde zuerst eine Blocking-Losung, bestehend
aus 500 ul Roti-Losung mit 4,5 ml Wasser hergestellt. Die Membran wurde in ein
50 ml Falcon-Tube Uberfihrt. Die Blocking-Lésung wurde nun in das Falcon-
Tube mit der Membran Uberfihrt und hier anschlielend unter Drehung flr eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurde die

Blocking-Ldsung abgeschuttet.

Der primare Antikorper wurde mit Roti-Block im Verhaltnis 1:250 (Connexin 40),
1:500 (Connexin 43), 1:500 (Connexin 37), 1:500 (Connexin 45) verdinnt und
uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurde die Membran

dreimal fur funf Minuten mit TBST gewaschen.

Der sekundare Antikdrper wurde zusammen mit 5 % Milch verdunnt. Fir Con-
nexin 40, Connexin 45 und Connexin 43 wurde der sekundare Antikorper rat anti
mouse, der HRP konjugiert ist, im Verhaltnis 1:500 verdinnt, fur Connexin 37
wurde der sekundare Antikorper goat anti rabbit, HRP konjugiert, im Verhaltnis
1:5000 verdunnt. Der verdunnte Antikdrper wurde in das Falcon-Tube mit der
Membran beflillt, wobei pro Membran ca. funf ml Flissigkeit bendtigt werden. Der
sekundare Antikorper wurde 90 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und an-

schlieRend dreimal fur funf Minuten mit TBST gewaschen.

Anschliel3end konnte die Membran mit Hilfe von ECL visualisiert werden. Fir die
ECL-L6sung wurde je ein ml der A- und B-Losung vermengt. ECL arbeitet nach
dem Chemilumineszenz-Prinzip (193). HRP setzt Luminol um und emittiert dabei
Licht, welches auf Film festgehalten werden kann. Die Membran wurde dann an-
schlie3end fur eine Minute mit der ECL-Ldsung inkubiert. Die ECL-Lésung wurde
abgekippt, die Membran vorsichtig mit der proteinbeladenen Seite nach oben auf
den flachen Einsatz des Western-Blot-Bildprozessors gelegt, mit Klarsichtfolie
bedeckt und vorsichtig eventuell entstandene Luftblasen durch sanften Druck auf
Membran und Klarsichtfolie geldst. Alle primaren Antikérper wurden fur insge-

samt funf Minuten belichtet.
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AnschlieRend wurde zur Kontrolle das Housekeeping-Protein GAPDH auf der
Membran dargestellt. Hierflr wurde die Membran nach der Visualisierung zuerst
dreimal fur funf Minuten mit TBST gewaschen. Die Membran wurde anschlielend
mit Stripping-Puffer fur eine Stunde inkubiert und danach mit TBST dreimal far
funf Minuten gewaschen. GAPDH wurde zusammen mit Roti-Block im Verhaltnis
1:30.000 verdunnt (4,5 ml 10x Roti, 40,5 ml ddH20, 1,5 yl GAPDH) und fur min-
destens drei Stunden auf Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4 °C inkubiert.
Nach Ende der Inkubationszeit wurde die Membran erneut dreimal fur finf Minu-
ten mit TBST gewaschen. Anschliefend wurde der sekundare Antikorper goat
anti-rabbit HRP im Verhaltnis 1:5000 mit 5 % Milch verdunnt und fur 90 Minuten
inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurde die Membran dreimal fur finf Mi-
nuten mit TBST gewaschen und konnte danach mit Hilfe von ECL-LOsung visu-
alisiert werden. Fir GAPDH wurde eine Belichtungszeit von einer Minute verwen-
det.

3.3.5.2 Auswertung Western Blot

Fir die Westernblots wurden insgesamt 12 Schweine (WT n=4, DM n=4,
DM+DAPA n=4) in neun Regionen (RAA, RA, RV, LAA, LA, LV, SAN, AVN, IVS)
untersucht. Die semiquantitative Auswertung der Western Blots erfolgte mittels
der Software Fiji/lmage J. Hierbei wurde die Intensitat der Banden der jeweiligen
Connexine und des Housekeeping-Proteins GAPDH gemessen und die Con-

nexin-Proteinexpression (A.U.) angegben.

3.3.6 Statistik

Die Darstellung der Daten erfolgte als Mittelwert + Standardfehler, welche mittels
Microsoft Office Suite 2016 berechnet wurden. Alle Grafiken wurden mit Hilfe von
GraphPad Prism, Version 9.2.0.322, erstellt. Als statistisch signifikant wurden p-
Werte von weniger als 0,05 gewertet.
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4. Ergebnisse

4.1 Proarrhythmogenes Remodeling bei Diabetes mellitus

4.1.1 Invivo

4.1.1.1 Der Einfluss von Diabetes mellitus auf die Induzierbarkeit von
Vorhofflimmern

Um zu untersuchen, ob die diabetischen Tiere unter mehr Vorhofflimmern leiden

als die Wildtypen, wurden die Ergebnisse der in vivo-Untersuchungen verglichen.

* Xk %k

100

= kein VHF
=B VHF

Induzierbarkeit
von Vorhofflimmern [%)]
(4]
o

o

Abbildung 22. Induzierbarkeit von Vorhofflimmern [%] im Vergleich zwischen Wildtypen (WT,
n=4) und Diabetikern (DM, n=6). ***p<0,0005, Fishers Exact-Test.

Untersucht wurde der Anteil an Stimulationen, der bei den Tieren der verschie-
denen Kohorten eine Vorhofflimmer-Episode auslost. Es konnte gezeigt werden,
dass die diabetischen Tiere im Vergleich zu den Wildtypen eine signifikant ho-

here Induzierbarkeit von Vorhofflimmern zeigen (p= 0,0004, vgl. Abb. 22).
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4.1.1.2 Der Einfluss von Diabetes mellitus auf die Dauer der Vorhofflimmer-

Episode
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Abbildung 23. Dauer der Vorhofflimmerepisoden in Sekunden bei Wildtypen (WT, n=4) und
Diabetikern (DM, n=6). Ungepaarter t-Test.

Die Dauer aller Vorhofflimmer-Episoden nach Stimulation wurden zusammenad-

diert und zwischen den verschiedenen Kohorten verglichen (vgl. Abb. 23).

Im Vergleich zwischen Wildtypen und Diabetikern konnte kein signifikanter Un-

terschied in der Dauer der Vorhofflimmerepisode gezeigt werden (vgl. Abb. 23).
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4.1.2 In vitro
41.21 Immunologisches Remodeling bei Diabetes mellitus
4.1.2.1.1 Durchflusszytometrie

41.2.1.1.1 Der Einfluss von Diabetes mellitus auf die Anzahl von CD45*
Leukozyten

CD3eCD21-CD52°CD45* Zellen wurden als Leukozyten identifiziert. Zunachst
konnte in jeder untersuchten kardialen Region CD45* Leukozyten nachgewiesen
werden (vgl. Abb. 24).

CD45* Leukozyten
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Abbildung 24. . Anteil von CD45"* Leukozyten in verschiedenen Regionen bei Wildtyp-
Schweinen. Ungepaarter-test.

Es wurde untersucht, ob eine unterschiedliche lokale Verteilung an CD45* Leu-
kozyten im Herzen vorliegt. Hierfur wurden die Ubrigen Regionen mit der Kon-
trollregion LV verglichen. Es zeigte sich eine homogene Verteilung von CD45*
Leukozyten bei den Wildtyp-Tieren (vgl. Abb. 24).
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Abbildung 25. Anteil von CD45* Leukozyten in verschiedenen Regionen bei diabetischen

Schweinen. Ungepaarter-test.

Auch bei den diabetischen Tieren konnte in jeder untersuchten Region CD45*

Leukozyten nachgewiesen werden. Es zeigte sich hierbei eine nahezu homo-
gene Verteilung von CD45" Leukozyten in allen untersuchten Regionen (vgl. Abb.

25).
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Abbildung 26. Anteil CD45* Leukozyten an allen Zellen [%] in verschiedenen Regionen,
Vergleich zwischen Wildtypen und diabetischen Schweinen. Ungepaarter t-test.

CD45* Leukozyten sind in allen Regionen sowohl bei den Wildtypen als auch bei
den diabetischen Schweinen identifizierbar (vgl. Abb. 26). Die CD45" Leukozyten

sind Uber die untersuchten Regionen homogen im Herzen verteilt.

Im Vergleich zwischen Wildtypen und diabetischen Schweinen gibt es keinen Un-

terschied in der Anzahl der CD45* Leukozyten in den untersuchten Regionen.
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41.2.1.1.2 Der Einfluss von Diabetes mellitus auf die Anzahl von CD172a*
Makrophagen

CD3eCD21-CD52°CD45'CD16*CD172a* Zellen werden als Makrophagen iden-
tifiziert. Zunachst konnte in allen untersuchten Regionen CD172* Makrophagen
nachgewiesen werden (vgl. Abb. 27).
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Abbildung 27. Anteil von CD172a* Makrophagen an CD45+ Leukozyten [%] in verschiede-
nen Regionen bei Wildtyp-Schweinen. Ungepaarter t-test.

Im Vergleich zwischen rechtes Atrium und linken Ventrikel konnte ein Trend zu
einer vermehrten Anreicherung von CD172a* Makrophagen im rechten Atrium
gezeigt werden, der jedoch kein signifikantes Niveau erreicht (RA 14,1+13,7
CD172a* Makrophagen/CD45* Leukozyten [%]; LV 8,2+6,0 CD172a* Makropha-
gen/CD45* Leukozyten [%]; p=0,06; vgl. Abb. 27). In den Ubrigen Regionen zeigt
sich eine annahernd homogene Verteilung an CD172a* Makrophagen.
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Abbildung 28. Anteil von CD172a* Makrophagen an CD45* Leukozyten [%] in verschiede-
nen Regionen beim diabetischen Schwein. Ungepaarter t-test.

Beim diabetischen Schwein zeigte sich in allen Regionen eine nahezu homogene
Verteilung von CD172a* Makrophagen (vgl. Abb. 28).
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Abbildung 29. Anteil von CD172a* Makrophagen an CD45+ Leukozyten [%] in verschiede-
nen Regionen, Vergleich zwischen Wildtypen und diabetischen Schweinen. **p<0,005, un-
gepaarter t-test.
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Wildtyp-Schweine und Schweine mit Diabetes wurden im Hinblick auf die Anzahl
an CD172a*™ Makrophagen in verschiedenen Regionen untersucht (vgl. Abb. 29).
Hier konnte in jeder der untersuchten Regionen bei beiden Kohorten CD172a*
Makrophagen nachgewiesen werden (vgl. Abb. 29).

Es zeigte sich im Vergleich der beiden Kohorten eine ahnliche Anzahl an
CD172a*™ Makrophagen in fast allen Regionen (vgl. Abb. 29).

Nur im rechten Vorhof (WT 10,6+7,1 CD172a* Makrophagen/CD45* Leukozyten
[%]; DM 2,4 £ 0,8 CD172a* Makrophagen/CD45* Leukozyten [%]; p=0,0056; vgl.
Abb. 29) zeigte sich eine signifikant niedrigere Anzahl an CD172a* Makrophagen
bei den diabetischen Schweinen im Vergleich zu den Wildtypen.
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4.1.2.1.1.3 Der Einfluss von Diabetes mellitus auf die Anzahl von CD163*
residente Makrophagen

Als residente Makrophagen wurden in der Durchflusszytometrie CD4-CD3-
CD45:CD16*CD172a*CD163* Zellen identifiziert.
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Abbildung 30. Anteil von CD163* Makrophagen an CD45* Leukozyten [%] in verschiedenen
Regionen bei Wildtyp-Schweinen. Ungepaarter t-test.

CD163* Makrophagen konnten in allen untersuchten Regionen beim Wildtyp-
Schwein nachgewiesen werden. Hierbei zeigte sich eine homogene Verteilung
der Zellen Uber alle untersuchten Regionen (vgl. Abb. 30).
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Abbildung 31. Anteil von CD163* Makrophagen an CD45* Leukozyten [%] in verschiedenen
Regionen bei diabetischen Schweinen. *p<0,05, **p<0,005, ungepaarter t-test.

Bei den diabetischen Schweinen zeigte sich im Vergleich mit der Kontrollregion
des linken Ventrikels eine signifikante Anreicherung von CD163* Makrophagen
im rechten Vorhofohr (RAA 3,6 + 1,4 CD163" Makrophagen/CD45"* Leukozyten
[%]; LV 1,1 £ 0,2 CD163* Makrophagen/CD45* Leukozyten [%]; p=0,003; vgl.
Abb. 31) sowie Sinusknoten (SAN 32,7 + 1,5 CD163" Makrophagen/CD45"* Leu-
kozyten [%]; LV 1,1 £ 0,2 CD163" Makrophagen/CD45" Leukozyten [%]; p=0,04;
vgl. Abb. 37). In den Ubrigen Regionen zeigte sich kein signifikanter Unterschied.
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Abbildung 32. Anteil von CD163* Makrophagen an CD45* Leukozyten [%] in verschiedenen
Regionen, Vergleich zwischen Wildtypen und diabetischen Schweinen. Ungepaarter t-test.

Wildtyp-Schweine und diabetische Schweine wurden im Hinblick auf ihre Anzahl
an CD163* Makrophagen in verschiedenen Regionen miteinander verglichen
(vgl. Abb. 32). In keiner der untersuchten Regionen war ein signifikanter Unter-
schied erkennbar (vgl. Abb. 32).



Ergebnisse 120

41.2.1.1.4 Der Einfluss von Diabetes mellitus auf die Anzahl von CD163-
nicht-residente Makrophagen

Nicht-residente Makrophagen wurden per Durchflusszytometrie als CD4CD3"
CD45°CD167CD172a*CD163- identifiziert. Hier zeigte sich beim Wildtyp-
Schwein eine homogene Verteilung der CD163- Makrophagen Uber alle unter-
suchten Regionen (vgl. Abb. 33).
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Abbildung 33. Anteil von CD163" Makrophagen an CD45* Leukozyten [%)] in verschiedenen
Regionen beim Wildtyp-Schwein. Ungepaarter t-test.
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Abbildung 34. Anteil von CD163" Makrophagen an CD45* Leukozyten [%] in verschiedenen
Regionen beim diabetischen Schwein. Ungepaarter t-test.

Bei den diabetischen Tieren konnte in allen untersuchten Regionen CD163- Mak-
rophagen nachgewiesen werden, die eine annahernd homogene Verteilung auf-
weisen (vgl. Abb. 34).
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Abbildung 35. Anteil von CD163- Makrophagen an CD45" Leukozyten [%] in verschiedenen
Regionen, Vergleich zwischen Wildtypen und diabetischen Schweinen. Ungepaarter t-test.

Die Anzahl an CD163- Makrophagen zeigte im Vergleich zwischen Wildtypen und

Diabetikern innerhalb der Regionen keinen eindeutigen Unterschied (vgl. Abb.

35).
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4.1.2.1.2 Immunfluoreszenzfarbungen fiir CD163* Makrophagen

4.1.2.1.2.1 Nachweis von Makrophagen im porcinen Herzen

Mithilfe der CD163 Farbung konnte in allen untersuchten sechs Regionen die
Prasenz von CD163* Makrophagen nachgewiesen werden (vgl. Abb. 36).

Abbildung 36. Immunfluoreszenzfarbung fiir CD163* Makrophagen am Beispiel eines Wild-
typ-Schweins. (A) Ausschnitt aus dem rechten Vorhofohr, B), dem rechten Vorhof, C) dem rech-
ten Ventrikel, D) dem linken Vorhofohr, E) dem linken Vorhof, F) und dem linken Ventrikel.
Immunfluoreszenzfarbung, in rot: Desmin (Herzmuskel); blau: DAPI (Zellkern), grun: CD163*
Makrophagen.
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4.1.2.1.2.2 Der Einfluss von Diabetes mellitus auf die Verteilung von CD163*

Makrophagen im porcinen Herzen

CD163" Makrophagen
_ 5009 * .
E " . p=0,44 :
E 400 I $=0,70 1
) I p=0.46 i
£ 300+ p=0,72
& —
x
S 200
=
+
8
£ 100-
° D
0 1 1 T T T T
RAA RA RV LAA LA LV

Region
=3 WT, n=5

Abbildung 37. A) Anzahl an CD163* Makrophagen/mm? in den verschiedenen Regionen bei

den Wildtyp-Schweinen. *p<0,05, ungepaarter t-test.

Reprasentative Bilder der Immunfluoreszenz-Farbung aus B) RAA, C) RA, D) RV, E) LAA, F) LA,

G) LV. Griin: CD163* Makrophagen, blau: DAPI (Zellkerne).

Bei den Wildtyp-Schweinen konnten in allen sechs Regionen Makrophagen

nachgewiesen werden (vgl. Abb. 37-B bis 37-G).

Im Vergleich zum linken Ventrikel sind im rechten Vorhofohr signifikant mehr
Makrophagen vorhanden (RAA 233,3 + 68,2 Makrophagen/mm?; LV 130,6 *+ 55,4
Makrophagen/mm?3; p=0,04; vgl. Abb. 37-A). In allen anderen Regionen zeigten

die Makrophagen eine nahezu homogene Verteilung (vgl. Abb. 37-A).



Ergebnisse 125

A

CD163" Makrophagen

5004 |

[
! ; p=0,17 :
400 ' p=0,80 !

—

CD163" Makrophagen/mm?®

RAA RA RV LAA LA LV

Region
= DM, n=6

Abbildung 38. A) Anzahl an CD163" Makrophagen/mm? in den verschiedenen Regionen bei
den diabetischen Schweinen. *p<0,05, **p<0,005, ungepaarter t-test.
Immunfluoreszenzfarbung, reprasentative Bilder aus B) RAA, C) RA, D) RV, E) LAA, F) LA, G)
LV. Grin: CD163* Makrophagen, blau: DAPI (Zellkerne).

Auch bei den diabetischen Schweinen sind in allen untersuchten Regionen Mak-
rophagen vorhanden (vgl. Abb. 38-B bis 38-G).

Das rechte Vorhofohr (RAA 201,0 + 39,7 Makrophagen/mm3; LV 122,9 + 15,6
Makrophagen/mm?3; p=0,0022; vgl. Abb. 38-A) sowie das linke Vorhofohr (LAA
163,1 + 15,9 Makrophagen/mm?; LV 122,9 + 15,6 Makrophagen/mm3; p=0,0024;
vgl. Abb. 38-A) zeigen im Vergleich zum linken Ventrikel eine signifikant erhdhte
Anzahl an CD163" Makrophagen. In den Ubrigen Regionen gibt es keinen signi-
fikanten Unterschied in der Anzahl an CD163" Makrophagen pro Region, (vgl.
Abb. 38-A).
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Abbildung 39. Anzahl an CD163* Makrophagen in den verschiedenen Regionen, Vergleich
zwischen Wildtyp und diabetischen Schweinen. Ungepaarter t-test.

Die Anzahl an CD163* Makrophagen wurde zwischen Wildtyp und diabetischen
Schweinen in den verschiedenen Regionen verglichen. Hier zeigt sich kein signi-
fikanter Unterschied (vgl. Abb. 39).
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41.2.2 Elektrisches Remodeling bei Diabetes mellitus

4.1.2.2.1 Western Blot — Der Einfluss von Diabetes mellitus auf die
Expression der kardialen Connexine im porcinen Herzen

4.1.2.2.1.1 Der Einfluss von Diabetes mellitus auf die Expression von

Connexin 37
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Abbildung 40. Die Connexin 37-Expression in verschiedenen Regionen, Vergleich zwi-
schen Wildtypen und diabetischen Schweinen. Ungepaarter t-test.
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Die Connexin 37 Expression wurde in den verschiedenen Regionen zwischen
Wildtyp und diabetischen Schweinen verglichen (vgl. Abb. 40). Hierbei konnte

kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt werden.
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4.1.2.2.1.2 Der Einfluss von Diabetes mellitus auf die Expression von Connexin

40
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Abbildung 41. Die Connexin 40-Expression in verschiedenen Regionen, Vergleich zwi-

schen Wildtypen und diabetischen Schweinen. *p<0,05, **p<0,005, ungepaarter t-test.

Wildtypen und diabetische Schweine wurden im Hinblick ihrer Expression von

Connexin 40 in verschiedenen Regionen verglichen (vgl. Abb. 41).

Im rechten Vorhof (WT 1,9 £ 0,97 Connexin 40 Proteinexpression (A.U.); DM 6,3
1 2,0 Connexin 40 Proteinexpression (A.U.); p=0,03; vgl. Abb. 41), linken Vorhof



Ergebnisse 130

(WT 0,9 £ 0,5 Connexin 40 Proteinexpression (A.U.); DM 3,3 + 0,7 Connexin 40
Proteinexpression (A.U.); p=0,009; vgl. Abb. 41) und linken Ventrikel (WT 0,2 +
0,07 Connexin 40 Proteinexpression (A.U.); DM 1,7 £ 0,5 Connexin 40 Protein-
expression (A.U.); p=0,02; vgl. Abb. 41) zeigt sich bei den diabetischen Schwei-

nen eine signifikante Hochregulierung der Connexin 40 Expression.

In den Ubrigen Regionen war kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden

Kohorten erkennbar.
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4.1.2.2.1.3 Der Einfluss von Diabetes mellitus auf die Expression von

Connexin 43
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Abbildung 42. Die Connexin 43-Expression in verschiedenen Regionen, Vergleich zwi-

schen Wildtyp und diabetischen Schweinen. Ungepaarter t-test.
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Im Vergleich der Connexin 43-Expression konnte zwischen Wildtypen und diabe-
tischen Schweinen kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (vgl. Abb.
42).

4.1.2.2.1.4 Der Einfluss von Diabetes mellitus auf die Expression von

Connexin 45
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Abbildung 43. Die Connexin 45-Expression in verschiedenen Regionen, Vergleich zwi-
schen Wildtypen und diabetische Schweinen. **p<0,005, ungepaarter t-test.
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Die Connexin 45 Expression wurde in verschiedenen Regionen zwischen Wild-

typen und diabetischen Schweinen verglichen (vgl. Abb. 43).

Hier konnte in der Region des AV-Knotens (WT 5,7 + 0,5 Connexin 45 Protein-
expression (A.U.); DM 1,1 + 0,6 Connexin 45 Proteinexpression (A.U.); p=0,006,
vgl. Abb. 43) ein signifikantes Ergebnis erreicht werden: Die diabetischen Tiere
zeigten eine deutlich verminderte Expression von Connexin 45 im Vergleich mit

den Wildtypen.

In den Ubrigen Regionen konnte jedoch kein signifikanter Unterschied gezeigt

werden.
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4.1.2.2.2 Histologie

4.1.2.2.2.1 Der Einfluss von Diabetes mellitus auf die Expression von Connexin
43 im porcinen Herzen
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Abbildung 44. Die Connexin 43-Expression im Vergleich zwischen Wildtpyen und diabeti-
schen Schweinen. A) Reprasentative Bilder aus der Immunhistochemiefarbung, Rot: Connexin
43, Grun: CD163* Makrophagen, Blau: DAPI (Zellkerne). B) Connexin 43-Farbung, Vergleich zwi-
schen Wildtypen und diabetischen Schweinen. Ungepaarter t-test.
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Wildtypen und diabetische Tiere wurden auf Expression von Connexin 43 unter-
sucht und die verschiedenen Regionen zwischen den beiden Kohorten vergli-
chen (vgl. Abb. 44-B).

Hier zeigte sich in allen Regionen eine homogene Verteilung von Connexin 43

zwischen den beiden Kohorten.
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4.2 Der Einfluss von Dapagliflozin auf das proarrhythmogene
Remodeling bei Diabetes mellitus

4.2.1 In vivo

4.21.1 Der Einfluss von Dapagliflozin auf die Induzierbarkeit von
Vorhofflimmern bei diabetischen Schweinen

100
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3

o
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Abbildung 45. Abbildung 45. Induzierbarkeit von Vorhofflimmern [%] im Vergleich zwi-
schen Diabetikern (DM, n=6) und Diabetikern mit Dapagliflozin-Behandlung (DM+DAPA,
n=9). *p<0,05, Fishers Exact-Test.

Die mit Dapagliflozin behandelten Diabetiker haben im Vergleich zu den unbe-
handelten Diabetikern eine signifikant geringe Pravalenz, nach Stimulation Vor-
hofflimmern zu entwickeln (p= 0,02; vgl. Abb. 45).



Ergebnisse 137

4.2.1.2 Der Einfluss von Dapagliflozin auf die Dauer der
Vorhofflimmerepisode bei diabetischen Schweinen
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Abbildung 46. Dauer der Vorhofflimmerepisoden in Sekunden. Vergleich zwischen Diabe-
tikern (DM, n=6) sowie Diabetikern, die mit Dapagliflozin behandelt wurden (DM+DAPA,
n=9). Ungepaarter t-test.

Im Vergleich zwischen diabetischen Schweinen ohne Therapie und bei den mit
Dapagliflozin behandelten Tieren war kein signifikanter Unterschied erkennbar
(vgl. Abb. 46).
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4.2.2 In vitro

4.2.21 Die Rolle von Dapagliflozin auf das Immunologische Remodeling

bei Diabetes mellitus

4.2.2.1.1 Durchflusszytometrie

4.2.2.1.1.1 Die Rolle von Dapagliflozin auf die Anzahl von CD45* Leukozyten
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Abbildung 47. Anteil CD45* Leukozyten an allen Zellen [%] in verschiedenen Regionen bei
diabetischen Schweinen mit Dapagliflozinbehandlung. Ungepaarter t-test.

Bei den mit dem SGLT2-Inhibitor Dapagliflozin behandelten diabetischen
Schweinen konnte in jeder untersuchten Region CD45* Leukozyten nachgewie-
sen werden. Im Vergleich zur Kontrollregion LV zeigte sich eine weitestgehend
homogene Verteilung der CD45* Leukozyten (vgl. Abb. 47).
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Abbildung 48. Anteil CD45"* Leukozyten an allen Zellen [%] in verschiedenen Regionen,
Vergleich zwischen diabetischen Schweinen und diabetischen Schweinen mit Dapagliflo-
zinbehandlung. *p<0,05, **p<0,005, ungepaarter t-test.

Bei den mit Dapagliflozin behandelten diabetischen Schweinen zeigte sich im
Vergleich zu den unbehandelten diabetischen Tieren eine erniedrigte Anzahl an
CD45" Leukozyten (vgl. Abb. 48).

Nur im rechten Vorhofohr (DM 38,7 + 18,7 CD45* Leukozyten/allen Zellen [%];
DM+DAPA 16,7 £ 10,3 CD45* Leukozyten/allen Zellen [%]; p=0,01; vgl. Abb. 48)
und rechten Vorhof (DM 44,0 + 18,9 CD45" Leukozyten/allen Zellen [%];
DM+DAPA 17,7 £ 11,3 CD45* Leukozyten/allen Zellen [%]; p=0,007; vgl. Abb.

48) ist diese Veranderung signifikant.

In den Ubrigen Regionen kann kein signifikanter Unterschied im Vergleich der

beiden Kohorten nachgewiesen werden.
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4.2.2.1.1.2 Die Rolle von Dapagliflozin auf die Anzahl von CD172a*
Makrophagen
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Abbildung 49. Anteil von CD172a* Makrophagen an CD45* Leukozyten [%] in verschiede-
nen Regionen bei diabetischen Schweinen mit Dapagliflozinbehandlung. Ungepaarter t-test.

In allen untersuchten Regionen konnten bei dem mit Dapagliflozin behandelten
diabetischen Schweinen CD172a* Makrophagen festgestellt werden. Im Ver-
gleich zur Kontrollregion des linken Ventrikels zeigte sich im rechten Vorhofohr
ein Trend zu einer vermehrten Anreicherung von CD172a* Makrophagen, der
jedoch kein signifikantes Niveau erreichte (RAA 20,6 + 117,2 CD172a* Leukozy-
ten/allen Zellen [%]; LV 82 + 6,0 CD127a* Leukozyten/allen Zellen [%]; p=0,07;
vgl. Abb. 49). In den Ubrigen Regionen zeigt sich kein signifikanter Unterschied
in der Verteilung der CD172a* Makrophagen (vgl. Abb. 49).
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Abbildung 50. Anteil von CD172a* Makrophagen an CD45* Leukozyten [%] in verschiede-
nen Regionen, Vergleich zwischen diabetischen Schweinen und diabetischen Schweinen
mit Dapagliflozinbehandlung. Ungepaarter t-test.

Diabetische Schweine und mit Dapagliflozin behandelte diabetische Schweine
wurden im Hinblick auf die Anzahl an CD172a* Makrophagen in verschiedenen

Regionen untersucht (vgl. Abb. 50).

Hierbei konnte kein signifikanter Unterschied im Vergleich der Regionen zwi-

schen den beiden Kohorten festgestellt werden.
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4.2.2.1.1.3 Die Rolle von Dapagliflozin auf die Anzahl von CD163* residenten
Makrophagen

CD163* Makrophagen
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Abbildung 51. Anteil von CD163* Makrophagen an CD45* Leukozyten [%] in verschiedenen
Regionen bei diabetischen Schweinen mit Dapagliflozinbehandlung. *p<0,05, ungepaarter
t-test.

Bei den mit Dapagliflozin behandelten diabetischen Tieren konnte in allen Regi-
onen CD163* Makrophagen nachgewiesen werden. Im Vergleich mit der Kon-
trollregion des linken Ventrikels zeigte das rechte Vorhofohr eine signifikante An-
reicherung von CD163* Makrophagen (RAA 9,2 + 9,7 CD163* Makropha-
gen/CD45* Leukozyten [%]; LV 1,1 £ 0,2 CD163* Makrophagen/CD45* Leukozy-
ten [%], p=0,04; vgl. Abb. 51). Auch im Sinusknoten zeigte sich ein Trend zu einer
Anreicherung von CD163* Makrophagen, der jedoch kein signifikantes Niveau
erreichte (SAN 2,7 £ 1,5 CD163* Makrophagen/CD45" Leukozyten [%]; LV 1,1 £
0,2 CD163" Makrophagen/CD45" Leukozyten [%], p=0,08; vgl. Abb. 51).
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Abbildung 52. Anteil von CD163* Makrophagen an CD45* Leukozyten [%] in verschiedenen
Regionen, Vergleich zwischen diabetischen Schweinen und diabetischen Schweinen mit
Dapagliflozinbehandlung. Ungepaarter t-test.

Diabetische Schweine und diabetische Schweine mit Dapagliflozin wurden im
Hinblick ihrer Anzahl an CD163* Makrophagen in verschiedenen Regionen mit-
einander verglichen (vgl. Abb. 52). Bei keiner der untersuchten Regionen war

zwischen den beiden Kohorten ein signifikanter Unterschied feststellbar.
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4.2.2.1.1.4 Die Rolle von Dapagliflozin auf die Anzahl von CD163" nicht-
residenten Makrophagen
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Abbildung 53. Anteil von CD163"- Makrophagen an CD45* Leukozyten [%] in verschiedenen
Regionen bei diabetischen Schweinen mit Dapagliflozinbehandlung. Ungepaarter t-test.

Zunachst konnte in allen untersuchten Regionen bei den mit Dapagliflozin be-
handelten diabetischen Schweinen CD163- Leukozyten festgestellt werden, die
sich in fast allen Regionen gleichmafig verteilten. Im linken Vorhofohr zeigt sich
im Vergleich zur Kontrollregion des linken Ventrikels der Trend zu einer vermin-
derten Anreicherung von CD163" Leukozyten, der jedoch knapp kein signifikan-
tes Niveau erreichen konnte (LAA 2,2 + 2,3 CD163- Makrophagen/CD45* Leuko-
zyten [%]; LV 6,5 £ 5,6 CD163" Makrophagen/CD45" Leukozyten [%]; p=0,06;
vgl. Abb. 53).
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Abbildung 54. Anteil von CD163 Makrophagen an CD45" Leukozyten [%] in verschiedenen
Regionen, Vergleich zwischen diabetischen Schweinen und diabetischen Schweinen mit
Dapagliflozinbehandlung. *p<0,05, ungepaarter t-test.

Die Anzahl von CD163" Makrophagen wurde in verschiedenen Regionen zwi-
schen diabetischen Schweinen und diabetischen Schweinen, die mit Dapagliflo-

zin behandelt wurden, verglichen (vgl. Abb. 54).

In einer Region — dem rechten Vorhof (DM 1,2 £ 0,9 CD163-Makrophagen/CD45*
Leukozyten [%]; DM+DAPA 8,1 + 6,9 CD163- Makrophagen/CD45* Leukozyten
[%], p=0,04; vgl. Abb. 54) — zeigten die mit Dapagliflozin behandelten Tiere eine
grollere Menge an CD163- Makrophagen im Vergleich zu den unbehandelten di-
abetischen Schweinen. In allen anderen Regionen zeigte sich kein signifikanter

Unterschied.
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4.2.2.1.2 Immunfluoreszenzfarbung

4.2.2.1.2.1 Die Rolle von SGLT2-Inhibitoren in der Anzahl von CD163"
Makrophagen im porcinen Herzen
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Abbildung 55. A) Anzahl an CD163* Makrophagen/mm? in den verschiedenen Regionen bei
den mit Dapagliflozin behandelten diabetischen Schweinen; ungepaarter t-test.
Reprasentative Bilder der Immunhistochemie-Farbung aus B) RAA, C) RA, D) RV, E) LAA, F) LA,
G) LV. Grun: CD163* Makrophagen, blau: DAPI (Zellkerne).

In der Gruppe der mit Dapagliflozin behandelten diabetischen Schweine befinden
sich in allen untersuchten Regionen CD163* Makrophagen (vgl. Abb. 55-B bis
55-G).

Im Bereich des rechten Vorhofohres zeigte sich ein Trend zu einer vermehrten
Anreicherung von CD163* Makrophagen, der jedoch knapp kein signifikantes Ni-
veau erreichen konnte (RAA 188,8 + 53,8 CD163* Makrophagen/mm?3; LV 130,8
+ 40,7 CD163* Makrophagen/mm?; p=0,08; vgl. Abb. 55-A). In den Ubrigen Re-
gionen zeigt sich eine nahezu homogene Verteilung von CD163* Makrophagen.
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Abbildung 56. Anzahl an CD163* Makrophagen in den verschiedenen Regionen, Vergleich
zwischen diabetischen Schweinen und diabetischen Schweinen mit Dapagliflozinbehand-
lung. *p<0,05, ungepaarter t-test.

Die Anzahl an CD163" Makrophagen wurde zwischen diabetischen Schweinen
und diabetischen Schweinen, die mit Dapagliflozin behandelt wurden, in den un-

terschiedlichen Regionen untersucht (vgl. Abb. 56).

Im linken Vorhofohr (WT 161,3 + 57,9 CD163* Makrophagen/mm?3; DM 1447 +
33,3 CD163* Makrophagen/mm3; p=0,0024; vgl. Abb. 56) zeigten die mit Dapa-
glifiozin behandelten diabetischen Tiere eine signifikant kleinere Anzahl an
CD163* Makrophagen im Vergleich mit den unbehandelten diabetischen Schwei-

nen. In den Ubrigen Regionen ist kein signifikanter Unterschied erkennbar.
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4.2.2.2 Die Rolle von Dapagliflozin auf das Elektrische Remodeling bei
Diabetes mellitus

4.2.2.2.1 Western Blot

4.2.2.2.1.1 Die Connexin 37-Expression bei mit Dapagliflozin behandelten

Diabetikern
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Abbildung 57. Die Connexin 37-Expression in verschiedenen Regionen, Vergleich zwi-
schen diabetischen Schweinen und diabetischen Schweinen mit Dapagliflozinbehand-
lung. Ungepaarter t-test.
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Diabetische Schweine und mit Dapagliflozin behandelte diabetische Schweine
wurden im Hinblick auf die Connexin 37-Expression in verschiedenen Regionen
verglichen (vgl. Abb. 57).

Hier konnte kein relevanter Unterschied zwischen den verschiedenen Gruppen
dargestellt werden (vgl. Abb. 57).
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4.2.2.2.1.2 Die Connexin 40-Expression bei mit Dapagliflozin behandelten
Diabetikern

Connexin 40
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Abbildung 58. Die Connexin 40-Expression in verschiedenen Regionen, Vergleich zwi-
schen diabetischen Schwein und diabetischen Schwein mit Dapagliflozinbehandlung.

*p<0,05; **p<0,005, ungepaarter t-test.

Diabetische Schweine und diabetische Schweine, die mit Dapagliflozin behandelt

wurden, wurden im Hinblick auf ihre Expression von Connexin 40 in verschiede-

nen Regionen verglichen (vgl. Abb. 58).
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Hier zeigte sich in fast allen Regionen bei den mit Dapagflilozin behandelten di-
abetischen Schweinen eine erniedrigte Expression von Connexin 40 im Vergleich
zu den unbehandelten Diabetikern (vgl. Abb. 58).

Signifikant wurde dieser Unterschied Im rechten Vorhof (DM 6,3 + 2,0 Connexin
40 Proteinexpression (A.U.); DM+DAPA 0,4 £ 0,1 Connexin 40 Proteinexpression
(A.U.); p=0,04; vgl. Abb. 58), rechter Ventrikel (DM 1,8 + 0,4 Connexin 40 Prote-
inexpression (A.U.); DM+DAPA 0,2 £ 0,1 Connexin 40 Proteinexpression (A.U.);
p=0,02; vgl. Abb. 58), linkes Vorhofohr (DM 3,1 £ 1,8 Connexin 40 Proteinexpres-
sion (A.U.); DM+DAPA 0,2 + 0,02 Connexin 40 Proteinexpression (A.U.);
p=0,007; vgl. Abb. 58), linker Vorhof (DM 3,3 £ 0,7 Connexin 40 Proteinexpres-
sion (A.U.); DM+DAPA 0,6 = 0,3 Connexin 40 Proteinexpression (A.U.); P=0,01;
vgl. Abb. 58), linker Ventrikel (DM 1,7 £ 0,5 Connexin 40 Proteinexpression
(A.U.); DM+DAPA 0,2 £ 0,1 Connexin 40 Proteinexpression (A.U.); p=0,03; vgl.
Abb. 58), Sinusknoten (DM 4,0 £ 1,0 Connexin 40 Proteinexpression (A.U.);
DM+DAPA 0,6 + 0,004 Connexin 40 Proteinexpression (A.U.); p=0,02; vgl. Abb.
58) und interventrikularem Septum (DM 1,7 + 0,2 Connexin 40 Proteinexpression
(A.U.); DM+DAPA 0,3 £ 0,09 Connexin 40 Proteinexpression (A.U.); p=0,01; vgl.
Abb. 58).
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4.2.2.2.1.3 Die Connexin 43-Expression bei mit Dapagliflozin behandelten
Diabetikern
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Abbildung 59. Die Connexin 43-Expression in verschiedenen Regionen, Vergleich zwi-
schen diabetischen Schweinen und diabetischen Schweinen mit Dapagliflozinbehand-
lung. *p<0,05, ungepaarter t-test.



Ergebnisse 153

Diabetische Schweine und diabetische Schweine mit Dapagliflozinbehandlung
wurden im Hinblick auf ihre Connexin 43-Expression in verschiedenen Regionen

miteinander verglichen (vgl. Abb. 59).

Eine signifikant erniedrigte Expression von Connexin 43 zeigte sich bei den mit
Dapagliflozin behandelten diabetischen Schweinen im rechten Vorhofohr (DM
2,6 £ 0,8 Connexin 43 Proteinexpression (A.U.); DM+DAPA 1,0 + 0,2 Connexin
43 Proteinexpression (A.U.); p=0,02; vgl. Abb. 59), linken Vorhofohr (2,5 + 0,4
Connexin 43 Proteinexpression (A.U.); DM+DAPA 1,0 + 0,4 Connexin 43 Protei-
nexpression (A.U.); p=0,02; vgl. Abb. 59), LV (DM 0,7 + 0,1 Connexin 43 Protei-
nexpression (A.U.); DM+DAPA 0,4 + 0,1 Connexin 43 Proteinexpression (A.U.);
p=0,02; vgl. Abb. 59) und Sinusknoten (DM 2,6 £ 0,7 Connexin 43 Proteinexpres-
sion (A.U.); DM+DAPA 0,8 + 0,3 Connexin 43 Proteinexpression (A.U.); p=0,01;

vgl. Abb. 59) konnte diese Veranderung ein Signifikantes Niveau erreichen.

Im linken Vorhof (DM 1,6 + 0,3 Connexin 43 Proteinexpression (A.U.); DM+DAPA
0,8 £ 0,4 Connexin 43 Proteinexpression (A.U.); p=0,08; vgl. Abb. 59) zeigte sich

der gleiche Trend, jedoch konnte hier kein signifikantes Niveau erreicht werden.
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4.2.2.2.1.4 Die Connexin 45-Expression bei mit Dapagliflozin behandelten
Diabetikern
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Abbildung 60. Die Connexin 45-Expression in verschiedenen Regionen, Vergleich zwi-
schen diabetischen Schweinen und diabetischen Schweinen mit Dapagliflozinbehand-
lung. *p<0,05, ungepaarter t-test.
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Diabetische Schweine und diabetische Schweine mit Dapaglifiozin Behandlung
wurden auf ihre Expression von Connexin 45 in verschiedenen Regionen unter-
sucht (vgl. Abb. 60).

Es zeigte sich eine signifikant Erniedrige Expression von Connexin 45 bei dem
mit Dapagliflozin behandelten Diabetikern im rechten Vorhof (DM 2,6 + 0,6 Con-
nexin 45 Proteinexpression (A.U.); DM+DAPA 0,9 + 0,3 Connexin 45 Proteinex-
pression (A.U.); p=0,02; vgl. Abb. 60). In den Ubrigen Regionen zeigte sich kein

relevanter Unterschied.
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4.2.2.2.2 Histologie

4.2.2.2.21 Die Rolle von Dapagliflozin auf die Verteilung von Connexin 43 bei
Diabetes mellitus
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Abbildung 61. Die Rolle von Dapagliflozin auf die Connexin 43 Expression bei Diabetes
mellitus. A) Immunhistochemie, Rot: Connexin 43, Grin: CD163* Makrophagen, Blau: DAPI
(Zellkerne). B) Connexin 43 Farbung, Vergleich zwischen diabetischen Schweinen und diabeti-
schen Schweinen mit Dapagliflozin. *p<0,05, ungepaarter t-test.
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Verschiedene Regionen von diabetischen Schweinen sowie von mit Dapagliflozin
behandelten diabetischen Schweinen wurden auf die Expression von Connexin
43 untersucht (vgl. Abb. 61-A).

Hier zeigte sich im linken Vorhof (DM 233,6 + 5,3 Intensitat Connexin 43 A.U.;
DM+DAPA 220,5 £ 7,8 Intensitat Connexin 43 A.U.; p=0,02, vgl. Abb. 61-B) eine
signifikante Verminderung der Connexin 43-Expression bei den mit Dapagliflozin
behandelten Tieren. Auch im linken Vorhofohr (DM 224,1 + 4,3 Intensitat Con-
nexin 43 A.U.; DM+DAPA 217,8 £ 4,7 Intensitat Connexin 43 A.U.; p=0,08, vgl.

Abb. 61-B) zeigte sich dieser Trend, erreicht jedoch kein signifikantes Niveau.

In allen anderen Regionen ist die Expression von Connexin 43 zwischen den

beiden zu vergleichenden Kohorten in einem ahnlichen Bereich.
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5. Diskussion

5.1 Das Schwein als Versuchstier

Aufgrund guter sozialer Akzeptanz von Schweineversuchen und vergleichbarer
physiologischer sowie anatomischer Parameter des Herz-Kreislauf-Systems ist
das Schwein ein ideales Versuchstier fur die kardiovaskulare Forschung (164,
194). Zusatzlich kann aufgrund des ahnlichen Korpergewichts humanes
Equipment und Gerate fur in vivo-Studien am Schwein verwendet werden, was
die Ubertragbarkeit der Daten erhdht (164). Fir die Validierung préklinischer
Tiermodelle ist die physiologische Ahnlichkeit zum Menschen von zentraler
Bedeutung (195). Die endokrine und exokrine Pankreasstruktur sowie der
Glukosestoffwechsel des Schweins ahneln in hohem Mal3e denen des Menschen
(162). Das Insulin des Schweins unterscheidet sich lediglich in einer Aminosaure
vom humanen Insulin (162). DarUber hinaus liegen die physiologischen
Blutzuckerspiegel beim Hausschwein mit 70-115mg/dl im vergleichbaren
Bereich wie beim Menschen (162). Aufgrund dieser Ahnlichkeiten gilt das
Schwein als besonders geeigneter Modellorganismus fur die translationale
Diabetesforschung (162). Die hier verwendeten INS®%Y genetisch modifizierten
Schweine weisen einen stabilen diabetischen Phanotyp auf und eignen sich so-
mit fur die Untersuchung von Diabetes-assoziierten Folgeerkrankungen und de-
ren zugrundeliegenden Mechanismen, wie beispielsweise das zu Rhythmussto-

rungen fihrende diabetische proarrhythmogene Remodeling (167).

Zudem eignet sich das Schwein besonders flr die Untersuchung elektrophysio-
logischer Vorgange, da seine EKG-Parameter — einschlieRlich Herzfrequenz, Ak-
tionspotenzialdauer und Reizleitung — denjenigen des Menschen deutlich naher-

kommen als die entsprechenden Kleintiermodelle (vgl. Tabelle 6) (164).
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Mensch Schwein Hase Maus
Herzfrequenz | 60-80 68-100 130-300 600-800
(bpm)
P-Wellen 110 60-80 10-50 11-13
Dauer (ms)
PR-Intervall 120-200 50-120 40-80 30-56
(ms)
QRS-Dauer 84-110 70-90 20-60 9-30
(ms)
QT-Intervall 400-430 260-380 80-160 30-124
(ms)

Tabelle 6. Uberblick iiber die EKG-Parameter bei Mensch, Schwein, Hase und Maus. Tabelle
modifiziert nach Clauss et al. (164).

Im Vergleich zur Maus eignet sich das Schwein aufgrund seiner dem Menschen
ahnlichen Physiologie besonders gut fur die Untersuchung von Rhythmusstdrun-
gen wie Vorhofflimmern (164). Das Aktionspotenzial der Maus weist im Vergleich

zum Menschen mehrere bedeutende Limitationen auf (164):

Insbesondere fuhren Unterschiede in der Zusammensetzung und Auspragung
der lonenstrome, wie zum Beispiel ein deutlich schwacherer Calcium-Einstrom
sowie verstarkte Kaliumstrome aufgrund veranderter Expression und Funktion
kardialer Kaliumkanale, zu einer abweichenden Morphologie des Aktionspoten-
zials (164). Charakteristisch fur das murine Aktionspotenzial ist das Fehlen einer
ausgepragten Plateauphase (164). Darlber hinaus sind sowohl das atriale als
auch das ventrikulare Aktionspotential bei der Maus signifikant kurzer als beim
Menschen (vgl. Abb. 62) (164).
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Abbildung 62. Vergleich des atrialen und ventrikuldaren Aktionspotentials zwischen
Mensch, Schwein und Maus. Abbildung modifiziert von Clauss et al. (164).

Das Schwein weist im Vergleich zu Kleintieren eine deutlich gréRere physiologi-
sche Ahnlichkeit zum Menschen auf (164). Mit Ausnahme des transienten aus-
wartsgerichteten Kaliumstroms (l) sind im Schwein alle relevanten kardialen
lonenstrome vorhanden, die auch im menschlichen Aktionspotential eine Rolle
spielen (164). Jungste Studien haben im Schwein den sogenannten Ito2-Strom
charakterisiert, der maRgeblich zur Phase 1 der Repolarisation beitragt (196).
Dieser Strom ist funktionell dem transienten auswartsgerichteten Kaliumstrom
(lo) beim Menschen ahnlich (196). Dies fuhrt zu einer dem Menschen sehr ahn-
lichen Morphologie des kardialen Aktionspotentials (vgl. Abb. 62) (164).
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5.2 Proarrhythmogenes Remodeling bei Diabetes mellitus

5.2.1 In vivo

5211 Induzierbarkeit von Vorhofflimmern

Die Framingham Heart Study konnte erstmals zeigen, dass Diabetes mellitus ei-
nen unabhangigen Risikofaktor fir die Entwicklung von Vorhofflimmern darstellt
(87). In nachfolgenden Untersuchungen wurde dieser Zusammenhang bestatigt:
Individuen mit Diabetes weisen eine erhdhte Pravalenz von Vorhofflimmern auf
(85, 197). Durch Katheterstimulation konnte im Rahmen dieser Arbeit bei den
diabetischen Tieren signifikant haufiger Vorhofflimmern induziert werden als bei

den gesunden Kontrolltieren.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten diabetischen INS©®4Y-Schweine stel-
len demnach ein geeignetes translationales Groftiermodell zur Untersuchung

der diabetesspezifischen Pathophysiologie von Vorhofflimmern dar.

Es ist jedoch zu berlicksichtigen, dass die INS®®*Y-Schweine keine spontane Ent-
wicklung von Vorhofflimmern zeigten, sondern die Arrhythmie ausschlief3lich
nach elektrischer Stimulation auftrat. Eine Studie von Mohsin et al. zeigte einen
positiven Zusammenhang zwischen der Dauer der Diabeteserkrankung und dem
Risiko fur Vorhofflimmern (198): Das Erkrankungsrisiko steigt demnach pro Jahr
Diabetesdauer um etwa 3 % (198). Da die in dieser Arbeit verwendeten Tiere
zum Zeitpunkt der Untersuchung ein mittleres Alter von lediglich sechs Monaten
aufwiesen, kénnte das Fehlen spontaner Arrhythmien auf die noch nicht ausrei-
chend lange Expositionsdauer gegenuber dem diabetischen Stoffwechselmilieu

zuritckzufuhren sein.

Hinsichtlich der Dauer der induzierten Vorhofflimmerepisoden konnte kein signi-
fikanter Unterschied zwischen den diabetischen Tieren und den Wildtyp-Kontrol-
len festgestellt werden. Eine mogliche Erklarung hierfur konnte in der durch ex-
terne Stimulation induzierten Natur der Arrhythmie liegen. Dartuber hinaus konnte
der diabetische Phanotyp zum Untersuchungszeitpunkt noch nicht ausreichend
ausgepragt gewesen sein, um zu einer Verlangerung der Vorhofflimmerepisoden

zu fuhren.
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5.2.2 In vitro

5.2.2.1 Immunologisches Remodeling bei Diabetes mellitus

In der vorliegenden Arbeit konnte mittels histologischer Analysen nachgewiesen
werden, dass CD163* Makrophagen in allen untersuchten kardialen Regionen
prasent sind. Zudem zeigte sich eine regionale Heterogenitat in der Verteilung
dieser Zellen: Sowohl in der Wildtyp-Gruppe als auch bei diabetischen Tieren
wurde eine signifikant erhohte Makrophagen-Dichte im rechten Vorhofohr im Ver-
gleich zum linken Ventrikel beobachtet. Dartber hinaus weisen die diabetischen
Tiere auch im linken Vorhofohr eine signifikant héhere Makrophagenanzahl im
Vergleich zum linken Ventrikel auf. Auch in der Durchflusszytometrie zeigten die
diabetischen Tiere eine signifikante Anreicherung von CD163* Makrophagen im
rechten Vorhofohr. Vor dem Hintergrund der bekannten Entstehungslokalisatio-
nen von Vorhofflimmern ist diese regionale Haufung von besonderem Interesse.
Wahrend in der Vergangenheit primar die Pulmonalvenen des linken Atriums als
Hauptursprung ektoper Erregungen galten, konnten neuere in vivo-Studien auch
das rechte Vorhofohr als Quelle ektoper Aktivitat identifizieren (199-201). Diese
Erkenntnis ist insofern von besonderem Interesse, als in unserem Schweinemo-
dell eine vermehrte Ansammlung von CD163" Makrophagen genau in diesem
Bereich nachgewiesen wurde, was auf eine mogliche immunologisch vermittelte

Rolle bei der Entstehung von Arrhythmien hinweisen kdnnte.

Weitere Daten stltzen diesen Zusammenhang: Bei Patienten mit Vorhofflimmern
wurden sowohl im rechten Vorhofohr signifikant erhdhte Mengen an CD163"
Makrophagen sowie im linken Vorhofohr an inflammatorischen B- und T-Zellen
im Vergleich zu Patienten im Sinusrhythmus nachgewiesen (202, 203). Eine wei-
tere Untersuchung zeigte eine signifikante Anreicherung von CD68* Makropha-
gen in den linken Vorhofohren von Patienten mit Vorhofflimmern im Vergleich zu
Patienten im Sinusrhythmus (146). DarlUber hinaus zeigte eine Untersuchung an
humanen Gewebeproben eine signifikant erhéhte Anzahl von CCR2- Monozy-
ten/Makrophagen im linken Vorhof sowie im linken Vorhofohr bei Patienten mit
Vorhofflimmern im Vergleich zu Patienten, bei denen bislang kein Vorhofflimmern
diagnostiziert wurde (204). Hierbei ist jedoch zu beachten, dass CCR2* Makro-
phagen als rekrutierte Makrophagen gelten (205).
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Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Marker CD163 dient als spezifischer
Indikator fir einen residenten Makrophagen-Phanotyp und dient in der Literatur
haufig zur Charakterisierung von anti-inflammatorischen Gewebemakrophagen
(206, 207). Diese Unterscheidung ist essenziell, da residente und rekrutierte
Makrophagen unterschiedliche Funktionen in Entzindungsprozessen einneh-
men (208, 209). Residenten Makrophagen werden eine Rolle als anti-inflamma-
torisch zugeschrieben, wohingegen rekrutierte Makrophagen Entzindungen be-
gunstigen (208, 209).

Ein Hinweis darauf, dass diese Beobachtung mdglicherweise einen Einfluss auf
die kardiale Erregungsleitung haben kénnte, ergibt sich aus einer Studie von
Hulsmans et al. an Mausmodellen, in der erstmals die Bedeutung von Makropha-
gen fur die Weiterleitung elektrischer Impulse im Herzen aufgezeigt wurde (139).
Die Studie demonstrierte, dass Makrophagen im AV-Knoten durch ihre elektro-
physiologische Kopplung Gber Connexin 43 das Aktionspotenzial beeinflussen
konnen (139). Die essentielle Rolle von Makrophagen in der Erregungsleitung
wurde zudem anhand von Cd11bP™R-Mausen, einem Makrophagen-Knockout-
Modell, deutlich: Diese Tiere entwickelten infolge des Makrophagenverlusts ei-
nen AV-Block, was die Relevanz dieser Zellen fur die Aufrechterhaltung der nor-
malen kardialen Erregungsleitung weiter unterstreicht (139, 210). Makrophagen
konnen Uber verschiedene Mechanismen inflammatorische Prozesse und Fib-
rose fordern, die ihrerseits die kardiale Erregungsleitung beeintrachtigen (140).
Zudem wurde in experimentellen Modellen gezeigt, dass Makrophagen elektro-
physiologische Veranderungen hervorrufen kdnnen, die ein proarrhythmogenes
Milieu begunstigen (211). Die Anwendung von Glukokortikoiden fuhrte dabei zu
einer teilweisen Ruckbildung dieser Veranderungen, was auf einen moglichen
Zusammenhang zwischen immunologischen Prozessen und der Entstehung von

Vorhofflimmern hinweist (211).

Eine zentrale Hypothese dieser Arbeit ist, dass Diabetes als inflammatorische
Erkrankung eine verstarkte Rekrutierung von Makrophagen induziert. Allerdings
zeigte der Vergleich zwischen Wildtyp- und diabetischen Tieren weder in der his-
tologischen Analyse noch in der Durchflusszytometrie einen signifikanten Unter-

schied in der Anzahl von CD163* Makrophagen zwischen den beiden Kohorten.
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Vorangegangene Studien haben gezeigt, dass eine inflammatorische Umgebung
zu einer verstarkten Rekrutierung von Makrophagen aus dem Blutstrom in das
betroffene Gewebe fuhrt (156, 212). Dieser Prozess wird durch proinflammatori-
sche Signale und chemotaktische Faktoren vermittelt, die die Migration und Infilt-
ration von Makrophagen in entziindete Gewebe férdern (156, 212). Diese gewe-
bespezifische Rekrutierung spielt eine zentrale Rolle in der Aufrechterhaltung der
Entzindungsreaktion (156, 212). Eine Studie von Al-Rashed et al. an Patienten
mit Typ-2-Diabetes konnte zudem nachweisen, dass eine anhaltende Hypergly-
kamie mit einer verstarkten Rekrutierung von proinflammatorischen Makropha-
gen in Zusammenhang steht (213). Der in dieser Studie verwendete Makropha-
gen-Marker CD163 gilt als Indikator fur anti-inflammatorische Zellen sowie fur
residente Gewebemakrophagen. Diese Eigenschaft kdnnte erklaren, warum kein
signifikanter Unterschied in der Anzahl dieser Zellen bei den diabetischen

Schweinen festgestellt werden konnte (208, 214).

Auch bei den CD163" Zellen, einer Population, die im Rahmen dieser Arbeit auch
eingewanderte Makrophagen umfassen sollte, konnte kein signifikanter Unter-
schied zwischen den diabetischen Tieren und den gesunden Wildtypen festge-
stellt werden. Ein spezifischer Marker fur proinflammatorische Zellen oder einge-
wanderte Makrophagen kdonnte moglicherweise einen Unterschied aufzeigen. Al-
lerdings war zum Zeitpunkt dieser Arbeit ein schweinespezifischer Antikdrper fur
diese Zellen leider nicht verfligbar, was die Identifikation und Differenzierung die-
ser Zellpopulation erschwerte. Eine anhaltende Hyperglykamie steht in direktem
Zusammenhang mit einer verstarkten Inflammation (215). Da bei den in dieser
Studie verwendeten diabetischen Schweinen Hyperglykamische Spitzen mittels
Insulintherapie kontrolliert wurden, konnte dies ein moglicher Grund dafur sein,
dass kein signifikanter Unterschied in der Anzahl von CD163" Zellen zwischen
den diabetischen und Wildtyp-Tieren erkennbar war. Die Insulintherapie konnte
die Blutzuckerschwankungen stabilisiert und damit die entzindliche Reaktion ab-
geschwacht haben, wodurch Unterschiede in der Rekrutierung und Aktivierung
von Makrophagen mdglicherweise nicht festgestellt wurden. Die in dieser Studie
eingesetzten Schweine waren zum Zeitpunkt der Untersuchung sechs Monate
alt. Es ist mdglich, dass ein hdheres Lebensalter und die damit verbundene lan-
gere Krankheitsdauer des Diabetes mellitus die Rekrutierung von Makrophagen

bei den diabetischen Tieren beeinflussen kdnnten. Interessanterweise zeigte die
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Durchflusszytometrie eine signifikant verminderte Anzahl von CD172a* Makro-
phagen im rechten Vorhof der diabetischen Schweine im Vergleich zu den Wild-
typen. Auf Grundlage der aktuellen Studienlage ware bei Diabetes mellitus auf-
grund des chronischen Entzindungszustandes jedoch eher eine erhdohte Makro-
phagendichte zu erwarten (156, 212). CD172a* Makrophagen wurden in friheren
Arbeiten im Dottersack sowie in der fetalen Leber beschrieben, was darauf hin-
weist, dass diese Zellen einen residenten Ursprung haben konnten (216).
CD172a ist als Oberflachenmolekul auf Zellen der myeloischen Linie wie dendri-
tischen Zellen und Makrophagen bekannt (217). Uber die Interaktion mit dem
Liganden CD47 vermittelt CD172a inhibitorische Signale, die sowohl die Aktivie-
rung als auch die Phagozytose dieser Zellen hemmen kdonnen (217) Bei Diabe-
tes mellitus liegt haufig eine Dysregulation zwischen pro- und antiinflammatori-
schen Mechanismen vor (38, 218). Diese konnte dazu beitragen, dass CD172a*

Zellen bei den diabetischen Tieren in dieser Region vermindert vorkommen.

Die in dieser Arbeit verwendeten Schweine zeigten keinen signifikanten Unter-
schied in der Anzahl an CD45" Leukozyten in der Durchflusszytometrie zwischen
den diabetischen Tieren und den gesunden Kontrollen. In verschiedenen Stu-
dien, die vor allem bei Typ 2 Diabetes durchgeflihrt wurden, wurde eine wegwei-
sende Rolle von Leukozyten in der Entwicklung der Erkrankung beschrieben: So
konnte beispielsweise nachgewiesen werden, dass Leukozyten, die im Fettge-
webe akkumulieren, einen entscheidenden Einfluss auf die Entwicklung einer In-
sulinresistenz bei Typ-2-Diabetes haben (219). Zudem konnte gezeigt werden,
dass die Schwere der Inflammation im direkten Zusammenhang mit der Leuko-
zytenrekrutierung steht (220). In einer proinflammatorischen Umgebung, wie sie
bei Diabetes vorliegt, kommt es unter anderem durch die Hochregulierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB zu einer verstarkten Rekrutierung von Leukozyten,
was die entzundliche Reaktion weiter verstarken kann (220). Unabhangig von
Diabetes scheint es auch bei Vorhoffimmern eine vermehrte Akkumulation von
CD45* Zellen zu geben, wie eine Studie an humanen Proben von Aguiar et al.
zeigen konnte (221). In dieser Studie wurde festgestellt, dass Patienten mit Vor-
hoffimmern eine hdhere Anzahl an CD45" Leukozyten in den Vorhéfen aufwei-
sen als Kontrollprobanden ohne diese Rhythmusstérung (221). Daruber hinaus
zeigte sich, dass auch altere Patienten eine hdhere Zahl an CD45* Leukozyten

im Vergleich zu jungeren Kontrollprobanden hatten, wobei diese Beobachtung
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jedoch kein signifikantes Niveau erreichte (221). Im Vergleich zu diesen Studien
ware es naheliegend, dass auch die in unserer Studie verwendeten diabetischen
Tiere eine hohere Anzahl CD45* Leukozyten aufweisen mussten. Die hier er-
wahnten Daten wurden am Tiermodell mit Typ 2 Diabetes erarbeitet. Die in der
hier vorliegenden Arbeit verwendeten Tiere hatten einen Diabetes, der vergleich-
bar mit einem MIDY-Diabetes ist (167). Der MIDY-Diabetes unterscheidet sich
von Diabetes Typ 2 oft durch einen unspezifischeren und symptomarmeren Pha-
notyp (44). So ist bei Erkrankten mit MIDY-Diabetes haufig ein niedrigeres Risi-
koprofil mit weniger Komorbiditaten, wie beispielsweise Adipositas, vorhanden
(44). Diese Faktoren kdnnten mdglicherweise zu einer verminderten Entziindung
fuhren, was wiederum die Rekrutierung von Leukozyten in den gewebeentzind-

lichen Prozessen reduziert.

Die Hypothese, dass die diabetischen Schweine im Vergleich zu den Wildtypen
eine vermehrte Anzahl von Makrophagen im Herzen aufweisen muss somit ver-

worfen werden.

5.2.2.2 Elektrisches Remodeling bei Diabetes mellitus

Connexine sind fir die Reizweiterleitung im Herzen essenziell (108). Eine modi-
fizierte Connexin-Expression wurde in friheren Studien bereits mit einer erhdh-
ten Inzidenz von Herzrhythmusstdrungen, insbesondere Vorhofflimmern assozi-
iert (116): Veranderungen in der Connexin-Expression, welche die Funktion der
Gap Junctions betreffen, kdnnen die elektrische Kopplung zwischen Kardiomy-
ozyten destabilisieren und die Reizweiterleitung im Myokard beeintrachtigen
(116).

Eine weitere Hypothese dieser Arbeit lautet, dass Diabetes zu elektrischen Re-
modeling-Prozessen im Herzen fuhrt, welche mit einer veranderten Reizleitung
verbunden sind. Es wird untersucht, ob es eine Veranderung der Connexin-Ex-
pression gibt, die moglicherweise zu einer Stérung der Gap Junction-Kommuni-
kation zwischen Kardiomyozyten fuhrt. Diese Stérung konnte die elektrische Ho-
mogenitat des Myokards beeintrachtigen und somit das Risiko fur die Entwick-
lung von Vorhofflimmern bei Diabetikern erhéhen.

Im Western Blot konnte beim Vergleich der Connexin 37-Expression zwischen

Diabetikern und Wildtyp kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Ein
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maoglicher Hinweis darauf, dass eine diabetische Stoffwechsellage die Expres-
sion von Connexin 37 beeinflussen kann, ergibt sich aus Studien, die sich mit der
vaskularen Connexin-Expression beschaftigen. Hou et al. untersuchte die Aorta
thoracica von diabetogenen Mausen (222). Bei den Tieren mit Diabetes konnte
eine signifikante Reduktion von Connexin 37 im Endothel im Vergleich zu den
gesunden Kontrolltieren festgestellt werden (222). Auch eine Studie an Mausen
mit Hyperlipidamie konnte eine signifikante Reduktion der Connexin 37-Expres-
sion in der Aorta nachweisen (223). Die bisherigen Untersuchungen an Kleintier-
modellen deuten darauf hin, dass Diabetes eine Modulation der Connexin-Ex-
pression bewirken kann. Allerdings wurden die erwahnten Studien an Gefallen
und nicht am Myokard selbst durchgeflhrt. In der vorliegenden Arbeit konnte kein
Einfluss von Diabetes auf die Expression von Connexin 37 im Myokard nachge-
wiesen werden. Daher bleibt die spezifische Rolle von Connexin 37 im
proarrhythmogenen Remodeling des Herzens unter diabetischen Bedingungen

unklar.

Bei den diabetischen Schweinen wurde eine signifikante Erhéhung der Connexin
40-Expression im rechten Atrium, linken Atrium und linken Ventrikel im Vergleich
zu den Wildtypen festgestellt. Connexin 40 ist das am meisten exprimierte Con-
nexin in den Atrien (108). Diese Ergebnisse lassen sich mit einer Studie an hu-
manen Proben vergleichen, in der bei Patienten mit Vorhofflimmern eine erhohte
Connexin 40-Expression im linken Atrium nachgewiesen wurde (113). Es ist je-
doch wichtig zu beachten, dass die Probanden in dieser Studie im Gegensatz zu
den hier untersuchten diabetischen Tieren keinen Diabetes hatten. In einer Stu-
die an Ratten, bei denen durch Streptozytokin-Injektion Diabetes induziert wurde,
konnte — ahnlich zu den in unserem Modell beobachteten Veranderungen — mit-
tels PCR eine Hochregulation der mRNA-Expression des Gens Gja5, das fir
Connexin 40 kodiert, nachgewiesen werden (125). Ebenso wurde eine erhéhte
Expression der Gene Gja1 und Gja7, die fur Connexin 43 bzw. Connexin 45 ko-
dieren, bei den diabetischen Tieren im Vergleich zu den gesunden Kontrolltieren
festgestellt (125). Diese Hochregulation war jedoch auf die Region des Sinuskno-
tens beschrankt, wahrend in den Atrien und Ventrikeln keine vergleichbare Ex-
pressionserhdhung nachgewiesen werden konnte (125). Die zentrale Bedeutung
von Connexin 40 fur die kardiale Reizweiterleitung wird durch eine Studie an Pa-

tienten mit einer Connexin-40-Mutation verdeutlicht (224): Eine Mutation im
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GJAS5-Gen fuhrt zur EinflGhrung eines Stoppcodons und resultiert in einer ver-
klrzten, mutierten Form von Connexin 40 (224). Diese Mutation ist mit einer fa-
milidren Pradisposition fur Vorhoffimmern assoziiert (224). Im Gegensatz dazu
konnte in anderen Studien eine reduzierte Expression von Connexin 40 bei Dia-
betes nachgewiesen werden (126, 225): Gewebeproben von Patienten mit Typ-
2-Diabetes zeigten im Vergleich zu Patienten ohne Diabetes eine signifikant re-
duzierte Expression von Connexin 40 im rechten Vorhofohr (126). Eine Studie an
diabetischen Ratten zeigte unter anderem eine reduzierte Expression von Con-
nexin 40 in den Vorhdfen (225). Als mogliche Ursache wird eine erhdhte Kon-
zentration von Verzuckerungsendprodukten (AGEs) bei Diabetes diskutiert, die
moglicherweise zur Dysregulation der Connexin-Expression beitragen konnten
(225). Auch bei Patienten mit Vorhofflimmern wurde eine verringerte Expression
von Connexin 40 in den Vorhéfen nachgewiesen (226). Zusammenfassend wird
eine veranderte Expression von Connexin 40 mit dem Auftreten von Vorhofflim-
mern assoziiert (113, 225). Ob es dabei zu einer erhdhten oder verminderten
Expression kommt, ist Gegenstand aktueller Untersuchungen und bislang nicht

abschlieRend geklart.

Im Western Blot lie} sich kein signifikanter Unterschied in der Expression von
Connexin 43 zwischen Wildtyp- und diabetischen Schweinen nachweisen. Auch
die histologischen Analysen zeigten keine abweichenden Befunde zwischen den
beiden Gruppen. Es gibt jedoch in anderen Tiermodellen Hinweise auf Verande-
rungen der Connexin 43-Expression (128): In einem Rattenmodell mit streptozo-
tocininduziertem Diabetes konnten sowohl erhdhte Connexin 43-Spiegel als auch
eine verstarkte Verteilung von Connexin 43 in den Ventrikeln nachgewiesen wer-
den (128). Wahrend in dem Schweinemodell in der vorliegenden Arbeit der Dia-
betes infolge einer Mutation im INS-Gen auftritt, wurde der Diabetes im genann-
ten Rattenmodell pharmakologisch durch das pankreatotoxische Streptozotocin
induziert. Die unterschiedliche Pathogenese der Erkrankung kdnnte sich auf die
kardialen molekularen Veranderungen auswirken, sodass direkte Vergleiche nur
mit Vorsicht zu ziehen sind. Veranderung der Connexin 43-Expression wurde in
der Literatur nicht nur mit Diabetes, sondern auch mit Arrhythmien in Verbindung
gebracht (109): In einem Schweinemodell wurde durch Gentransfer die Expres-
sion von Connexin 43 gezielt in den Vorhofen gesteigert (109). Bei den Schwei-

nen wurde Vorhoffimmern mittels atrialem Burst-Pacing induziert (109).
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Wahrend ein Teil der unbehandelten Wildtyp-Tiere im Verlauf des 14-tagigen Be-
obachtungszeitraums eine Reduktion des atrialen Connexin 43 aufwiesen und
teilweise persistierendes Vorhofflimmern entwickelten, zeigte sich bei den trans-
genen Tieren kein Auftreten von Vorhofflimmern (109). Diese Befunde deuten
darauf hin, dass eine erhohte atriale Expression von Connexin 43 einen protekti-
ven Effekt gegenlber der Entwicklung von Vorhofflimmern haben kénnte (109).
Allerdings wurden in der vorliegenden Arbeit die Versuchstiere unmittelbar nach
Abschluss der in vivo-Experimente terminiert. Daher war es nicht moglich zu un-
tersuchen, ob sich im weiteren Verlauf eine veranderte Expression von Connexin
43 entwickelt hatte oder ob sich permanentes Vorhofflimmern manifestiert hatte.
Diese Fragestellungen konnten im Rahmen zukunftiger Experimente weiterver-

folgt werden.

In der Analyse der Connexin 45-Expression konnte im AV-Knoten eine signifikant
niedrigere Anzahl an Connexin 45 bei den diabetischen Tieren festgestellt wer-
den (227). Connexin 45 ist das dominierende Connexin in Schrittmacherzellen
des Herzens, zu denen auch der AV-Knoten zahlt (108). Ob die reduzierte Con-
nexin 45-Expression kausal mit der beobachteten atrioventrikularen Reizleitungs-
storung in Verbindung steht, bleibt derzeit unklar. Die entscheidende Rolle von
Connexin 45 in der kardialen Erregungsleitung wurde bereits in verschiedenen
Mausmodellen demonstriert (228-230). So handelt es sich bei Connexin 45 um
das erste Connexin, das wahrend der Embryogenese des Herzens exprimiert
wird (231). Embryonale Connexin 45-Knockout-Mause entwickeln infolgedessen
einen vollstandigen Block der elektrischen Erregungsleitung im Herzen und ster-
ben in der Regel um den 10. Tag der Embryonalentwicklung an Herzversagen
(228). In einem weiteren Connexin 45- Knockout Mausmodell wurden AV-Blo-
ckierungen im Rahmen eines héhergradigen AV-Block Grad Il bis Grad Il beo-
bachtet (229). Tamoxifen-induzierte, adulte Connexin 45-Knockout-Mause sind
zwar Uberlebensfahig, zeigen jedoch eine deutlich verzégerte Erregungsleitung
im AV-Knoten (230). Vor diesem Hintergrund erscheint die bei diabetischen
Schweinen beobachtete Reduktion der Connexin 45-Expression besonders inte-
ressant, da Connexin 45 in mehreren Studien als essenziell fir die elektrische
Kopplung und Erregungsweiterleitung im AV-Knoten beschrieben wurde (228,
230, 231). So konnte in einer danischen Kohortenstudie ein signifikanter Zusam-

menhang zwischen Typ-2-Diabetes mellitus und dem Auftreten eines AV-Blocks
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Grad Il nachgewiesen werden, wobei Diabetes als unabhangiger Risikofaktor
identifiziert wurde (232). Ob die Connexin 45-Expression dabei eine zentrale pa-
thogenetische Rolle spielt, ist bislang nicht geklart. Neben Veranderungen in der
Connexin-Expression gibt es Hinweise daflr, dass andere diabetesassoziierte
Faktoren — etwa Elektrolytverschiebungen, autonome Dysregulation oder Hyper-
tonie — zur Entwicklung hohergradiger atrioventrikularer Leitungsstorungen bei-
tragen konnen (232). In der vorliegenden Arbeit wurde das Vorhofflimmern un-
tersucht. Ein direkter Zusammenhang zwischen einer veranderten Connexin 45-
Expression und einem vermehrten Auftreten von Vorhofflimmern kann anhand
der vorliegenden Daten jedoch nicht festgestellt werden. Dennoch stellt die nach-
gewiesene Veranderung der Connexin 45-Expression bei diabetischen Tieren
eine interessante Beobachtung dar, die als Ausgangspunkt fur weiterfUhrende
Untersuchungen dienen kann. Um einen maoglichen kausalen Zusammenhang
zwischen einer gestorten Connexin 45-Expression und atrioventrikularen Lei-
tungsstorungen im Rahmen eines diabetischen Stoffwechselmilieus zu klaren,

sind weitere experimentelle Studien erforderlich.

Zusammenfassend zeigt sich somit eine veranderte Expression von Connexin 40
sowie Connexin 45 in bestimmten Regionen bei den diabetischen Schweinen,
was moglicherweise auf ein elektrisches Remodeling bei Diabetes hinweisen

konnte.
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5.3 Der Einfluss von Dapagliflozin auf das proarrhythmogene
Remodeling bei Diabetes mellitus

5.3.1 In vivo

5.3.1.1  Der Einfluss von Dapagliflozin auf die Induzierbarkeit von
Vorhofflimmern

Bei den mit dem SGLT2-Inhibitor Dapagliflozin behandelten diabetischen
INSC94Y-Schweinen konnte nach elektrischer Stimulation signifikant seltener Vor-
hofflimmern induziert werden als bei den unbehandelten diabetischen Kontroll-
tieren. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit bereits publizierten Studien, in de-
nen gezeigt wurde, dass die Einnahme von SGLT2-Inhibitoren mit einer signifi-

kanten Reduktion der Inzidenz von Vorhofflimmern assoziiert ist (233-235).

In der vorliegenden Untersuchung zeigte die Behandlung der diabetischen
INSC®4Y-Schweine mit einem SGLT2-Inhibitor keinen signifikanten Einfluss auf
die Dauer der nach Stimulation induzierten Vorhofflimmerepisoden im Vergleich
zu unbehandelten diabetischen Tieren. Die Dauer der Arrhythmieepisoden blieb
zwischen beiden Gruppen vergleichbar. Ein Grund hierfir kdnnte beispielsweise
die geringe Behandlungsdauer mit SGLT2-Inhibitoren von wenigen Monaten sein
oder dass es nicht spontan zu Vorhofflimmern kam, sondern dass diese Episo-

den jeweils iatrogen ausgelost wurden.

Der protektive Effekt von SGLT2-Inhibitoren wurde kirzlich in einer Studie an
Patienten mit Typ-2-Diabetes beschrieben, die eine Katheterablation erhalten
hatten (236). Dabei zeigte sich, dass Patienten unter SGLT2-Inhibitor-Therapie
nach der Ablation ein signifikant geringeres Risiko flr Rezidive von Herzrhyth-
musstdrungen aufweisen (236). In einer Studie an Schweinen, bei denen Vorhof-
flimmern durch atriales Pacing induziert wurde, erhielten die Tiere wahrend der
in vivo-Versuche einen intravendsen Bolus von 3 mg/kg Kérpergewicht Dapa-
gliflozin (82). Interessanterweise konnte durch diese Bolusgabe die Vorhofflim-
merepisode in 100 % der Falle terminiert werden (82). In einer weiteren Kohorte
wurde Uber einen Zeitraum von drei Wochen taglich eine hochdosierte Behand-

lung mit Dapagliflozin (3 mg/kg Koérpergewicht i.v.) durchgefuhrt (82). Mittels
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implantiertem Schrittmacher wurde eine Burst-Stimulation zur Induktion von Vor-
hofflimmern appliziert (82). Interessanterweise konnte die Dapagliflozin-Behand-
lung in dieser Studie eine Dilatation der Atrien verhindern (82). Zudem zeigten
die mit Dapagliflozin behandelten Tiere eine verringerte Last an Vorhofflimmern
(82).

Im Vergleich zur vorliegenden Arbeit ist zu beachten, dass die Schweine keinen
Bolus wahrend einer akuten Flimmerepisode erhielten, sondern lediglich eine
einmal tagliche orale Dosis von 10 mg Dapagliflozin. Diese Dosis liegt deutlich
unterhalb der in der hier vorgestellten Studie verwendeten Dosis von 3 mg/kg
Korpergewicht. Fur zuklnftige Untersuchungen kénnte eine hdhere Dosis der
Dapagliflozin-Behandlung einen vielversprechenden Ansatzpunkt darstellen.
Diese Studie sowie die Daten der vorliegenden Arbeit verdeutlichen den protek-
tiven Einfluss von Dapagliflozin auf die Entstehung und Progression von Vorhof-

flimmern (82) .
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5.3.2 In vitro

5.3.2.1 Der Einfluss von Dapagliflozin auf das immunologische Remodeling

Basierend auf den Ergebnissen unserer in vivo-Versuche und der bestehenden
Literatur, die eine verringerte Inzidenz von Vorhofflimmern nach Behandlung mit
SGLT2-Inhibitoren wie Dapagliflozin zeigen, lasst sich die Hypothese aufstellen,
dass SGLT2-Inhibitoren mdglicherweise eine elektrische und imunologische Mo-
dulation im Herzgewebe bewirken, die zur Reduktion der Vorhofflimmerinzidenz
fuhrt (79). Der genaue Mechanismus, durch den diese Effekte vermittelt werden,

bleibt jedoch bislang unklar und wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht.

Im Rahmen der histologischen Auswertung der CD163* Makrophagen zeigte sich
in der mit Dapagliflozin behandelten Schweinekohorte — vergleichbar mit der Ko-
horte der Wildtypen sowie unbehandelten diabetischen Tieren — im rechten Vor-
hofohr im Vergleich zur entsprechenden Kontrollregion des linken Ventrikels ein
tendenzieller Anstieg der Makrophagenanzahl. Dieser Trend zur lokalen Akku-
mulation von CD163" Makrophagen erreichte jedoch mit einem p-Wert von 0,08
knapp kein statistisch signifikantes Niveau. Erganzend hierzu ergaben durch-
flusszytometrische Analysen eine signifikante Zunahme der CD163* Makropha-

gen im rechten Vorhofohr im Vergleich zur Kontrollregion.

Im zweiten Schritt wurde die Gruppe der mit Dapagliflozin behandelten diabeti-
schen Tiere mit den unbehandelten diabetischen Schweinen verglichen. In der
Durchflusszytometrie konnte kein signifikanter Unterschied in der Anzahl von
CD172* Makrophagen zwischen den diabetischen Schweinen und den mit Dapa-
gliflozin behandelten diabetischen Schweinen festgestellt werden. In der Histolo-
gie konnte im Vergleich zu den unbehandelten diabetischen Schweinen jedoch
im linken Vorhofohr der mit Dapagliflozin behandelten Tiere eine signifikant redu-
zierte Anzahl von CD163" Makrophagen festgestellt werden. In der Durchflusszy-
tometrie war jedoch kein signifikanter Unterschied in der Anzahl an CD163* Mak-
rophagen zwischen den Gruppen erkennbar. Es wurde eine vermehrte Anzahl
von CD163 rekrutierten Makrophagen im rechten Atrium bei den diabetischen
Schweinen im Vergleich zu den mit Dapagliflozin behandelten diabetischen Tie-

ren festgestellt. Dies steht im Kontrast zu einer Studie an diabetischen Mausen
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(237). Hier konnte gezeigt werden, dass Dapagliflozin die Einwanderung von pro-
inflammatorischen CD11c* Makrophagen signifikant verringert (237). Bei der
Gruppe der antiinflammatorischen CD206* Makrophagen wurde hingegen kein
signifikanter Unterschied festgestellt (237). Eine weitere Untersuchung von Lee
et al. an Ratten mit Myokardinfarkt zeigte, dass SGLT-2-Inhibitoren auch die An-
zahl von residenten, anti-inflammatorischen Makrophagen reduzieren kénnen
(238). Auch in der hier vorliegenden Arbeit zeigte sich eine Reduktion von resi-
denten Makrophagen im linken Vorhofohr nach Dapagliflozin-Behandlung. Da
Remodeling-Prozesse nach einem Myokardinfarkt, ahnlich wie bei Diabetes, als
immunologische Effekte betrachtet werden, sind die immunologischen Bedingun-
gen dieser Studie und der vorliegenden Arbeit zwar in gewissen Teilen ahnlich,
allerdings in ihren direkten Ergebnissen nicht vollstandig vergleichbar. Dennoch
stellt der Einfluss von SGLT-2-Inhibitoren auf die Anzahl von Makrophagen in
immunologischen Prozessen eine interessante Gemeinsamkeit dar, die fir zu-
kunftige Forschungen relevant sein konnte (238). Eine gemeinsame Eigenschaft
aller dieser Studien ist, dass die Untersuchung von Makrophagen im Kontext von
inflammatorischen Erkrankungen an Nagetieren durchgeflihrt wurde, nicht je-
doch an Groftieren. In den Studien an Ratten oder Mausen wurden andere An-
tikdrper verwendet, die zwar den gleichen Zelltyp anvisieren sollten, aber unter-
schiedliche Antikorper erschweren jedoch die Vergleichbarkeit dieser Ergeb-
nisse. Der Einsatz identischer Antikdrper konnte die Vergleichbarkeit zwischen

den Studien an Klein- und Grofdtieren erhohen.

In der Durchflusszytometrie zeigten die mit Dapagliflozin behandelten diabeti-
schen Schweine signifikant weniger CD45* Leukozyten im rechten Vorhofohr und
im rechtem Atrium im Vergleich zu den unbehandelten diabetischen Tieren. Es
ist jedoch zu beachten, dass vergleichende Literatur zur Untersuchung des Ef-
fekts von SGLT-2-Inhibitoren auf Leukozyten bei Diabetes oder Vorhofflimmern
im Zeitpunkt dieser Dissertation nicht vorliegt. Eine Studie von Nikolaou et al.
konnte zeigen, dass die Verabreichung von Empagliflozin, einem SGLT-2-Inhi-
bitor, 48 Stunden vor und nach der Induktion eines akuten Myokardinfarkts zu
einer signifikanten Reduktion der Neutrophilen-Infiltration im Herz flhrte, einer
spezifischen Untergruppe von Leukozyten (239). Diese Beobachtung ahnelt den
Ergebnissen unserer Studie, bei der eine reduzierte Anzahl von Leukozyten bei

den mit einem SGLT-2-Inhibitor behandelten diabetischen Tieren festgestellt



Diskussion 175

wurde. Aufgrund der methodischen Unterschiede im Versuchsaufbau sollten
diese Daten jedoch mit Vorsicht verglichen werden. Die reduzierte Leukozyten-
infiltration in den mit SGLT-2-Inhibitoren behandelten Tieren deutet darauf hin,
dass Dapagliflozin mdglicherweise entzindungshemmende Effekte auf das
Herz-Kreislaufsystem ausubt, indem es die Rekrutierung von proinflammatori-

schen Zellen im Herzgewebe verringert.

Zusammenfassend zeigt sich, dass eine Behandlung mit Dapagliflozin bei den
diabetischen Schweinen einen Einfluss auf die Anzahl der Makrophagen und Mo-

noyten in bestimmten kardialen Regionen hat.

5.3.2.2 Der Einfluss von Dapagliflozin auf das elektrische Remodeling

Im Western Blot konnte kein signifikanter Unterschied in der Connexin 37-Ex-
pression zwischen den diabetischen Schweinen und den mit Dapagliflozin be-
handelten Tieren festgestellt werden. Bei Connexin 40 zeigte sich eine signifikant
niedrigere Expression in mehreren Herzregionen, einschlie3lich des rechten At-
riums, rechten Ventrikels, linken Vorhofohres, linken Atrium, linken Ventrikel, Si-
nusknotens und interventrikularen Septums bei den mit Dapagliflozin behandel-
ten diabetischen Schweinen. Im Fall von Connexin 43 war eine signifikante Re-
duktion in den Regionen des rechten und linken Vorhofohr, sowie im linken
Ventrikel und Sinusknoten bei der DM+DAPA-Kohorte zu beobachten, wobei die
Expression im linken Atrium mit einem p-Wert von 0,08 knapp nicht signifikant
war. In der Analyse der Connexin-Expression zeigte sich bei der Connexin 43
Farbung eine signifikant geringere Expression im linken Atrium bei den mit Da-
paglifiozin behandelten diabetischen Tieren. Bei den Western Blots fir Connexin
45 wurde signifikant erniedrigte Connexin 45-Expression im rechten Atrium bei

den mit Dapagliflozin behandelten Tieren festgestellt.

Studien, die die Auswirkungen von SGLT2-Inhibitoren auf die Connexin-Expres-
sion untersuchen, sind derzeit sehr begrenzt. Eine Studie an Ratten mit Typ-2-
Diabetes konnte zeigen, dass unbehandelte Ratten eine signifikant geringere
Connexin 43-Expression aufwiesen im Vergleich zur Kontrollgruppe (240). Nach
der Behandlung mit Dapagliflozin wurde jedoch eine Erhéhung der Connexin 43-
Expression bei den diabetischen Tieren festgestellt (240). In einem Rattenmodell
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fur Myokardinfarkt konnte nachgewiesen werden, dass die mit Dapagliflozin be-
handelten Tiere eine verminderte Anfalligkeit fir Herzrhythmusstérungen zeigten
(241). Bei diesen Tieren wurde nach dem Myokardinfarkt eine Reduktion der
Connexin 43-Expression an den Glanzstreifen beobachtet, wahrend die Con-
nexin 43-Expression nach der Gabe von Dapagliflozin signifikant hochreguliert
wurde (241). Mause, die mit dem Toxin Ponatinib behandelt wurden, zeigten eine
zunehmende Lateralisierung sowie Phosphorylierung von Connexin 43 (242). In-
teressanterweise konnte der SGLT2-Inhibitor Empagliflozin eine Lateralisierung
von Connexin 43 verhindern (242). Eine vermehrte Lateralisierung von Connexin

43 wird auch mit Vorhofflimmern in Zusammenhang gebracht (116).

Diese Ergebnisse zeigen, dass Dapagliflozin einen Einfluss auf die Connexin-

Expression bei den hier untersuchten Tieren hat.
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6. Limitationen

Trotz der wertvollen Ergebnisse, die in dieser Arbeit erzielt wurden, gibt Limitati-
onen, die bei der Interpretation der Ergebnisse berucksichtigt werden mussen.
Eine Limitation dieser Studie betrifft die Verflgbarkeit und Spezifitat von Antikor-
pern. In experimentellen Studien an Kleintieren werden Antikorper verwendet, die
fur das das Modelltier optimiert sind. Diese Antikorper sind jedoch nicht immer
fur GrofRtiermodelle wie Schweine geeignet. Viele kommerziell erhaltliche Anti-
korper, die fur Kleintiere validiert wurden, sind flr Schweine nicht verfligbar oder
funktionieren nicht. Die im Rahmen dieser Doktorarbeit erstellten Antikérperpa-
nels zeigen eine gute Spezifitat fur Schweine. Allerdings konnten einige Experi-
mente aufgrund der eingeschrankten Verfugbarkeit der Antikorper nicht durchge-

fuhrt werden.

Auch wenn die Tiere unmittelbar nach den in vivo-Experimenten terminiert wur-
den, liefern die gewonnenen Daten bereits wertvolle Hinweise auf funktionelle
Unterschiede zwischen den Gruppen. Jedoch kann in der hier vorliegenden Ar-
beit nur schwer eine Aussage zu Langzeiteffekten von Vorhofflimmern bei Dia-
betes getroffen werden. Diese Ergebnisse legen nahe, dass eine verlangerte Be-
obachtungsperiode im Anschluss an die in vivo-Versuche in zukunftigen Studien
vielversprechende Einblicke in die Entwicklung von Vorhofflimmern bei Diabetes
sowie in mogliche strukturelle und molekulare Veranderungen im Verlauf liefern

konnte.
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7. Zusammenfassung und Ausblick

Vorhofflimmern ist eine weit verbreitete Herzrhythmusstérung, die mit hoher Mor-
biditat und Mortalitat assoziiert ist. Trotz vielfaltiger medikamentéser und inter-
ventioneller Therapieansatze sind diese haufig nicht ausreichend effektiv oder
mit erheblichen Nebenwirkungen behaftet. Besonders Patienten mit Diabetes
mellitus weisen eine erhohte Pravalenz fur Arrhythmien, insbesondre Vorhofflim-
mern, auf. Die zugrundeliegenden pathophysiologischen Mechanismen sind je-
doch bislang nur unzureichend verstanden. Evidenz aus aktuellen Studien legt
nahe, dass eine chronisch hyperglykadmische Stoffwechsellage spezifische im-
munologische und elektrophysiologische Remodeling-Prozesse im Myokard in-
duzieren konnte, die unter Umstanden zur Entwicklung einer proarrhythmogenen
Umgebung beitragen. Die genauen Remodeling-Prozesse sind aktuell nur unzu-
reichend erforscht. In vorherigen Studien wurde dem SGLT-2-Inhibitor Dapa-
gliflozin eine kardioprotektive Rolle zugeschrieben. Die zugrunde liegenden pa-
thophysiologischen Mechanismen dieses Effekts sind jedoch bislang unzu-
reichend erforscht und stellen einen zentralen Untersuchungsgegenstand dieser
Arbeit dar.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die durch Diabetes mellitus induzierten im-
munologischen und elektrischen Remodeling-Prozesse des Myokards zu unter-
suchen und mdgliche Effekte einer spezifischen Intervention mit dem SGLT-2-

Inhibitor Dapagliflozin zu evaluieren.

Hierzu wurde ein translationales Groldtiermodell unter Verwendung transgener
INSC4Y-Schweine mit neonatalem Diabetes etabliert. In in vivo-Experimenten
zeigten diese Tiere eine signifikant hohere Anfalligkeit fir Vorhofflimmern im Ver-
gleich zu gesunden Wildtyp-Kontrollen. Immunhistochemisch konnten CD163*
Makrophagen in allen untersuchten Herzregionen festgestellt werden. Bei den
Wildtyp-Schweinen zeigte sich eine fokale Anreicherung im rechten Vorhofohr.
Bei den diabetischen Tieren war eine signifikant gréRere Anzahl CD163* Makro-
phagen im rechten sowie linken Vorhofohr identifizierbar. Jedoch zeigte sich kein
signifikanter Unterschied in der Gesamtanzahl der CD163" Makrophagen zwi-
schen diabetischen und Wildtyp-Tieren. Elektrophysiologische Analysen wiesen
auf eine Hochregulation der Connexin 40- und Runterregulation Connexin 45-
Expression in bestimmten Regionen bei den diabetischen Tieren hin.



Zusammenfassung und Ausblick 179

Die Behandlung einer diabetischen Kohorte mit Dapagliflozin flhrte zu einer sig-
nifikant geringeren Induktion von Vorhofflimmern nach elektrischer Stimulation.
Parallel zeigten sich Hinweise auf eine reduzierte Anzahl von CD163* Makropha-
gen sowie CD45* Leukozyten in bestimmten Regionen bei den mit Dapagliflozin
behandelten Tieren. Auf elektrophysiologischer Ebene zeigte sich bei den mit
Dapagliflozin behandelten Diabetikern eine verringerte Expression von Connexin
40, Connexin 43 und Connexin 45 im Vergleich zur unbehandelten diabetischen

Gruppe in bestimmten Regionen.

Die vorliegenden Ergebnisse liefern wichtige Hinweise auf die Rolle von durch
Diabetes mellitus induzierten immunologischen und elektrischen Remodeling-
Prozessen bei der Entstehung von Vorhofflimmern. Insbesondere der modulie-
rende Einfluss von SGLT-2-Inhibitoren auf immunologische und elektrophysiolo-
gische Parameter sowie der klinische Befund, dass nach SGLT-2-Inhibition sig-
nifikant weniger haufig Vorhofflimmern induziert werden kann, eréffnen neue Ein-
blicke in den potenziellen Wirkmechanismus dieser Substanzklasse. Zuklinftige
Studien sollten sich auf die detaillierte Aufklarung der zugrunde liegenden mole-
kularen Signalwege konzentrieren, um ein vertieftes Verstandnis der beobachte-
ten Remodeling-Prozesse zu ermoglichen. Dies konnte wesentlich dazu beitra-
gen, die Inzidenz und Mortalitat von Vorhofflimmern in dieser Hochrisikopopula-

tion nachhaltig zu senken und die Therapie zu verbessern.
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Abstract (Englisch)

Atrial fibrillation is a common arrhythmia associated with significant morbidity and
mortality. Current pharmacological and interventional treatments often lack long-
term efficacy and can lead to substantial side effects, highlighting the urgent need
for novel therapeutic and preventive approaches targeting the underlying ar-
rhythmogenic mechanisms. Diabetes mellitus, a condition of growing global prev-
alence, is known to increase the risk of arrhythmias, yet the molecular and cellular
mechanisms remain insufficiently understood. Recent evidence suggests that
chronic hyperglycemia may induce specific immunological and electrophysiologi-
cal remodeling processes within the myocardium, contributing to a pro-arrhyth-
mogenic substrate. These remodeling processes are still insufficiently charac-
terized. Prior studies have attributed a cardioprotective effect to the SGLT-2 inhi-
bitor dapagliflozin. This study aimed to investigate diabetes-induced immunolog-
ical and electrical remodeling in a translational large animal model and to assess

the potential modulatory effects of the SGLT-2 inhibitor dapagliflozin.

Using transgenic INS®®4Y pigs with neonatal diabetes, three cohorts were studied:
diabetic pigs, healthy wild-type controls, and diabetic pigs treated with dapagli-
flozin. In vivo-experiments demonstrated that diabetic pigs exhibited a signifi-
cantly higher susceptibility to atrial fibrillation following electrical stimulation com-
pared to healthy controls. CD163" macrophages were present in all cardiac re-
gions, with accumulation in the right atrial appendage of wild-type animals. Dia-
betic pigs showed significantly increased CD163" macrophage infiltration in both
the right and left atrial appendages, although the overall number of CD163*
macrophages did not differ significantly between diabetic and non-diabetic ani-
mals. Electrophysiological assessments demonstrated upregulation of connexin
40 and downregulation of connexin 45 in specific atrial regions of diabetic pigs

compared to controls.

Dapagliflozin treatment markedly reduced atrial fibrillation inducibility in diabetic
pigs. This effect was accompanied by a reduction in CD163* macrophages and
CD45" leukocytes in selected atrial regions. Moreover, dapagliflozin-treated ani-

mals exhibited decreased expression of connexin 40, connexin 43, and connexin



Abstract (Englisch) 181

45 compared to untreated diabetic controls in certain regions, suggesting an in-

fluence on gap junction remodeling.

Overall, the results highlight the role of diabetes-induced immunological and
electrical remodeling in the development of atrial fibrillation. These findings pro-
vide new insights into the potential mechanisms underlying the cardioprotective
effects of SGLT-2 inhibitors in diabetes. Further research is needed to investigate
the detailed pathophysiological mechanisms of diabetes-related atrial remodeling

and the protective role of SGLT-2 inhibitors.
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