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1.  Einleitung 

1.1 Diabetes mellitus Typ 2 

Diabetes mellitus gehört zu den Erkrankungen, welche von den Vereinten Nationen als 

globale Bedrohung der Menschheit bezeichnet werden.1 

 

Aufgrund der Erkrankungshäufigkeit, der erhöhten Sterblichkeit und der Folgeerkrankungen 

kommt Diabetes mellitus eine erhebliche gesundheitspolitische und gesellschaftliche 

Bedeutung zu. Neben der persönlichen Belastung der Betroffenen durch die Erkrankung 

stellen die Behandlungskosten eine große Herausforderung für das Gesundheitswesen dar. 

Im Jahr 2015 wurden etwa 12 % der globalen Gesundheitskosten für die Behandlung des 

Diabetes mellitus aufgewendet.2 

 

Weltweit sind aktuell etwa 415 Millionen Menschen an Diabetes mellitus erkrankt. Bis 2040 

wird die Zahl der erkrankten Menschen weiter steigen und Schätzungen zu Folge bei etwa 

642 Millionen liegen (Abbildung 1). An den Folgen der Krankheit starben 2015 etwa 

5 Millionen Menschen weltweit.2 

 

 
Abbildung 1. Diabetes im Jahr 2015 und 2040  
(modifiziert nach IDF Diabetes Atlas 7. Edition, 2015)2 
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In Deutschland sind über 6 Millionen Menschen an Diabetes mellitus erkrankt. Experten 

schätzen die Dunkelziffer um etwa 2 Millionen Menschen höher, welche sich ihrer Krankheit 

aufgrund unspezifischer oder fehlender Symptome nicht bewusst sind.2, 3  

Die Diabetes-Prävalenz ist abhängig vom Lebensalter und steigt ab dem 50. Lebensjahr 

deutlich an. Insgesamt nimmt die Prävalenz des DMT2 stetig zu, während das 

durchschnittliche Alter der Erstdiagnose der Erkrankung sinkt.4, 5 Aus diesem Grund ist eine 

langjährige Behandlung der Patienten unabdingbar und stellt hohe Anforderungen an das 

Sicherheitsprofil der klinischen Therapie. Diese Zunahme ergibt sich aus dem 

demographischen Wandel der Bevölkerung, aber auch aus den negativen Veränderungen 

der Lebensbedingungen (Lebensstiländerung, Umweltschadstoffe).6 

 

Bei etwa 90 % der an Diabetes mellitus erkrankten Patienten handelt es sich um 

Diabetes mellitus Typ 2 (DMT2), der vor allem mit einem erhöhten Lebensalter, Adipositas 

und mangelnder Bewegung assoziiert ist.2 Die Ursachen, die zur Entstehung des 

Krankheitsbildes führen, sind multifaktoriell und umfassen sowohl eine genetische 

Prädisposition wie auch Umwelteinflüsse.7 

 

Das Peptidhormon Insulin wird in den β-Zellen der Langerhans-Inseln des Pankreas gebildet 

und in den Blutkreislauf sezerniert. Seine wichtigste Funktion ist die Regulation des 

Blutzuckerhaushaltes. Durch Stimulation der β-Zellen nach Glukoseaufnahme wird Insulin 

freigesetzt, das für die Aufnahme von Glukose, Aminosäuren und Fettsäuren in die 

Zielgewebe Leber, Muskel und Fettgewebe verantwortlich ist. Zwischen den β-Zellen und 

Insulin-sensitiven Zielgeweben findet ein stetiger Informationsaustausch statt, so dass Insulin 

in der jeweils benötigten Menge produziert wird. Bei der Pathogenese des DMT2 kommt es 

zunächst zu einer Insulinresistenz in den Zielgeweben in deren Folge die 

Insulinausschüttung deutlich gesteigert wird, um zunächst noch eine physiologische 

Blutglukosekonzentration zu gewährleisten. Im weiteren zeitlichen Verlauf tritt eine 

Erschöpfung der β-Zellen auf und die Insulinproduktion nimmt ab. Es entwickelt sich eine 

Hyperglykämie.8 

 

Somit ist das Krankheitsbild des DMT2 schließlich gekennzeichnet durch eine chronische 

Hyperglykämie in Begleitung metabolischer Stoffwechselstörungen, die sowohl auf eine 

mangelnde Insulinproduktion als auch eine fehlende Insulinwirkung zurückzuführen sind.9 

 

Die Diagnosestellung von Diabetes mellitus erfolgt zweistufig. Zunächst wird der HbA1c-Wert 

bestimmt. Liegt dieser zwischen 5,7 % bis 6,5 %, muss zur Diagnose in einem zweiten 
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Schritt der Wert der Nüchternblutglukose bestimmt oder ein oraler Glukosetoleranztest 

durchgeführt werden. Unterhalb eines HbA1c-Wertes von 5,7 % kann ein Diabetes sicher 

ausgeschlossen, oberhalb von 6,5 % sicher diagnostiziert werden.10 

 

Über einen längeren Zeitraum erhöhte Blutzuckerkonzentrationen schädigen Blutgefäße und 

periphere Nerven. Die Folgen sind ein erhöhtes Risiko für das Auftreten einer Nephropathie, 

Retinopathie und des diabetischen Fußsyndroms.3, 11 Außerdem erleiden Diabetes-Patienten 

häufiger tödliche und nichttödliche kardiovaskuläre Ereignisse.12 Aufgrund dieser 

Folgeschäden ist die Lebensqualität der Patienten beeinträchtigt und die Lebenserwartung 

deutlich verringert. 

Klinische Studien zeigen, dass eine Veränderung des Lebensstils (Gewichtsreduktion/ 

gesteigerte körperliche Aktivität) eine geeignete Prävention für Menschen darstellt, die ein 

erhöhtes Risiko für diese Erkrankung haben.13, 14 Daher ist bei der Behandlung nach 

Diagnosestellung des DMT2 die erste Maßnahme eine Verhaltensänderung. In den meisten 

Fällen ist dies allerdings nicht ausreichend. Wenn trotz Ernährungsumstellung, 

Gewichtsabnahme und ausreichender körperlicher Aktivität keine Normalisierung der 

Blutglukose erzielt wird, muss eine medikamentöse Therapie in Betracht gezogen werden.15 

Die nationale Versorgungsleitlinie zur Therapie des DMT2 empfiehlt nach wie vor den 

Einsatz von Metformin als Antidiabetikum der ersten Wahl.15 Neben dieser Standardtherapie 

mit Substanzen wie Metformin und Insulin, die seit Jahrzehnten für die Behandlung des 

DMT2 als blutglukosesenkende Medikamente eingesetzt werden, gibt es viele 

Neuentwicklungen von Arzneimitteln wie Dipeptidylpeptidase-4-Inhibitoren, Glucagon-like 

peptide (GLP)-1-Analoga und die Inhibitoren des Natrium-Glukose-Cotransporter 

(Sodium/glucose cotransporter, SGLT)-2, welche die Pharmakotherapie des DMT2 

erweitern.16-19  
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1.2 Atherosklerose 

Die Atherosklerose ist eine chronisch-entzündliche Erkrankung, die in ihrem Verlauf zu 

Verhärtung, Elastizitätsverlust und Verdickung der Gefäßwand und damit auch zur 

Verringerung des Gefäßlumens von Arterien führt.20 Risikofaktoren der Atherosklerose wie 

die arterielle Hypertonie, Hypercholesterinämie oder Diabetes mellitus fördern die 

Entstehung einer endothelialen Dysfunktion, die ursächlich für die Entwicklung von Läsionen 

ist.21-23 

Die Therapie der Atherosklerose besteht in erster Linie aus der günstigen Beeinflussung der 

entsprechenden Risikofaktoren, um eine Progression der Krankheit möglichst lange zu 

verhindern und das Auftreten von Folgeerkrankungen zu reduzieren.24  

Die arterielle Gefäßwand unterteilt sich in drei Schichten. Die äußere Fibroblasten-haltige 

Bindegewebsschicht (Adventitia), welches das Gefäß umgibt, wird durch die Lamina elastica 

externa von der mittleren Schicht, der Media, abgetrennt. Die Media ist eine Schicht aus 

glatten Muskelzellen und beeinflusst die Weitstellung der Blutgefäße über Kontraktion und 

Relaxation. Die innerste Schicht, die Intima, ist über die Lamina elastica interna mit der 

Media verbunden und wird auf der luminalen Seite von Endothelzellen ausgekleidet 

(Abbildung 2).22  

 

 

Abbildung 2. Aufbau eines arteriellen Gefäßes  
(modifiziert nach Lusis, 2000)25 
 
Das Gefäßendothel ist an der Hämostase, Angiogenese und über die Synthese vasoaktiver 

Substanzen wie Stickstoffmonoxid oder Prostacyclin auch an der Regulation des Gefäßtonus 

beteiligt.26  
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Die Dysfunktion der Endothelzellen kann durch Risikofaktoren wie Nikotinabusus, 

Bluthochdruck, Diabetes mellitus, verschiedene Infektionskrankheiten und auch erhöhte 

Mengen von modifiziertem Low density lipoprotein (LDL) hervorgerufen werden.27, 28 Die 

Folgen sind eine eingeschränkte Vasokonstriktion und eine erhöhte Permeabilität des 

Endothels für LDL und andere Bestandteile des Blutes.  

Die Infiltration und Retention von LDL in der Intima löst eine entzündliche Reaktion in der 

Gefäßwand aus.29, 30 Die Modifikation des LDL durch Oxidation oder enzymatische Vorgänge 

führt zu einer Freisetzung von Phospholipiden, die eine Aktivierung von Endothelzellen 

auslösen, besonders in Gefäßregionen mit hohem hämodynamischen Scherstress wie 

beispielsweise im Aortenbogen.29, 31-33 

Thrombozyten sind die ersten Blutzellen, die mit dem aktivierten Endothel interagieren. 

Dieser Vorgang spielt eine wichtige Rolle für die nachfolgende Infiltration von Leukozyten.34 

Aktivierte Endothelzellen exprimieren eine Reihe von verschiedenen Adhäsionsmolekülen, 

die das Rollen der Blutzellen über das Gefäßendothel und die nachfolgende Adhäsion 

vermitteln.35-37 Bei diesen Zellen handelt es sich überwiegend um Monozyten und 

T-Lymphozyten.20, 38 Die Einwanderung der adhärenten Immunzellen in die Intima erfolgt 

Zytokin-vermittelt via Diapedese.39 

Für die Migration von Monozyten konnte gezeigt werden, dass das monocyte 

chemoattractant protein 1 (MCP-1) wichtig ist, bei den T-Lymphozyten sind unter anderem 

Interferon-γ (IFN-γ), IFN-γ-inducible protein 10 (IP-10) und IFN-inducible T cell α 

chemoattractant (I-TAC) von Bedeutung.20, 40, 41 Die eingewanderten Monozyten 

differenzieren unter Einfluss des macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) zu 

Makrophagen.42 Dieser Schritt ist entscheidend in der Entwicklung der Atherosklerose und ist 

mit einer Hochregulierung von Pattern Recognition Receptors auf der Zelloberfläche 

verbunden, insbesondere von Scavenger-Rezeptoren und Toll-like Rezeptoren.42-44 Die 

Scavenger-Rezeptoren vermitteln die Internalisierung von LDL sowie apoptotischer 

Zellfragmente oder bakterieller Endotoxine.20, 27, 44 Eine Überladung der Makrophagen mit 

Lipiden führt zur Einlagerung von Lipidtröpfchen und zur Bildung sogenannter Schaumzellen. 

Aktivierte Makrophagen treiben durch die Produktion inflammatorischer Zytokine und 

Wachstumsfaktoren die Entzündungsreaktion weiter voran (Abbildung 3).45 Aktuelle 

Untersuchungen zeigen, dass auch glatte Muskelzellen zu Schaumzellen umgewandelt 

werden können.46, 47 
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Abbildung 3. Infiltration von Entzündungszellen in der Atherogenese.  
(modifiziert nach Hansson, 2005)45 
 

In den atherosklerotischen Läsionen sind überwiegend T-Lymphozyten vom CD4+ Subtyp 

vorhanden.48 Diese Zellen erkennen Antigene, die über major histocompatibility complex 

(MHC)-II von Makrophagen präsentiert werden, und können die Immunreaktion durch die 

Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie IFN-γ oder CD40-Ligand verstärken.49 

In der Intima eingelagerte Aggregate aus Schaumzellen und T-Lymphozyten werden als 

fatty streaks bezeichnet.50 Sie sind bereits in den ersten Lebensjahren beim Menschen 

feststellbar.51, 52 Die fatty streaks verursachen selbst keine klinischen Symptome und können 

sich wieder zurückbilden.53 Häufig bilden sie jedoch die Grundlage für die Entstehung 

intermediärer Läsionen 54.  

Die Freisetzung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren bedingt die Umwandlung der glatten 

Muskelzellen (SMC) von einem kontraktilen zu einem sekretorischen Phänotyp und zur 

Einwanderung der SMC in die Intima.55, 56 Diese Umwandlung beeinflusst die Migration sowie 

Proliferation der SMC und induziert die Synthese von Molekülen der extrazellulären Matrix.57-

59 

 

Das Gefäßlumen wird durch die wachsende Läsion zunächst nicht vermindert, da bis zu 

einem gewissen Grad eine kompensatorische Weitstellung des Gefäßes erfolgt.60 Es bildet 

sich in der weiteren Entwicklung der atherosklerotischen Läsion eine fibröse Kappe aus 

Bindegewebe und glatten Muskelzellen über einem Kern aus Lipiden und nekrotischem 

Gewebe.50 Die Relation der fibrösen Kappe zu dem nekrotischen Kern sowie die 
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Komposition der extrazellulären Matrix in der atherosklerotischen Läsion lassen 

Rückschlüsse auf das Risiko einer Plaqueruptur zu, der klinischen Manifestation der 

Atherosklerose, welche die Hauptursache für das Auftreten von gravierenden 

kardiovaskulären Ereignissen darstellt (wie z.B. Myokardinfarkt oder Schlaganfall).61, 62 

 

Neben LDL wurde auch die Rolle von HDL in der Atherosklerose in vielen Studien 

beschrieben.63-65 In klinischen Untersuchungen wurde beispielsweise gezeigt, dass niedrige 

Plasmakonzentrationen von HDL-Cholesterin (HDL-C) mit einem höheren Risiko für die 

Entwicklung atherosklerotischer Läsionen der Arteria carotis assoziiert sind.66  

Cholesterin und Triglyzeride sind nicht wasserlöslich und werden daher im Körper von 

Lipoproteinen transportiert. Diese können aufgrund ihrer Zusammensetzung und Größe in 

verschiedene Klassen unterteilt werden: Chylomikronen, Chylomikronen-Remnants, very low 

density lipoprotein (VLDL), intermediate density lipoprotein (IDL), LDL, Lipoprotein (a) (Lp(a)) 

und high density lipoprotein (HDL).67 

Humanes HDL stellt eine sehr heterogene Lipoproteinklasse in Bezug auf strukturelle, 

chemische und biologische Eigenschaften dar und ist charakterisiert durch eine Dichte 

zwischen 1,063 und 1,21 g/ml und einen Durchmesser von 7-12 nm. HDL besteht aus einem 

hydrophoben Kern, der zum größten Teil aus Cholesterinestern und einem geringen Teil 

Triglyzeriden und unverestertem Cholesterin besteht. Diesen umgibt eine Hülle aus 

Phospholipiden, Cholesterin und Apolipoproteinen.68 Die häufigsten Apolipoproteine in HDL 

sind Apolipoprotein A1 und Apolipoprotein A2.69 HDL fungiert als Transportprotein für 

Lipidstoffwechselenzyme wie Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase (LCAT), Cholesterinester-

Transferprotein (CETP) oder Phospholipid-Transferprotein.70-72 Im Blut kommt HDL in 

verschiedenen Modifikationen vor, die sich in Form, Größe und Zusammensetzung 

unterscheiden und in weitere Subklassen eingeteilt werden können.73 Durch 

Ultrazentrifugation können HDL-Partikel entsprechend ihrer Größe und Dichte in kleines, 

dichtes HDL3 und größeres, weniger dichtes HDL2 unterteilt werden.74  

Die Entstehung von HDL-Partikeln stellt einen komplexen Prozess dar. Zunächst findet die 

Sekretion von Apolipoprotein A1 durch die Leber oder den Dünndarm statt. Durch Interaktion 

mit ATP-binding cassette, sub-family A, member 1 (ABCA1) erfolgt die Aufnahme von 

Phospholipiden und nicht-verestertem Cholesterin. Diese Lipoproteinpartikel stellen die 

Vorläufer des HDL dar aus denen sich HDL2 und HDL3 entwickeln. Die Veresterung des 

Cholesterins durch das Enzym LCAT führt zu einer Bildung von HDL3-Partikeln. Durch 

weitere Aufnahme von Phospholipiden und freiem Cholesterin mittels ATP-binding cassette, 

sub-family G, member 1 werden größere, weniger dichte HDL2-Partikel gebildet.75, 76 
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HDL spielt eine entscheidende Rolle im Cholesterinstoffwechsel, indem es besonders den 

reversen Cholesterintransport unterstützt. Dabei wird überschüssiges Cholesterin aus den 

peripheren Zellen aufgenommen und als HDL-C zur Leber transportiert, um dort abgebaut 

und ausgeschieden zu werden.77-79 
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1.3 Kardiovaskuläre Erkrankungen bei Diabetes mellitus Typ 2 

Aufgrund der mikro- und makrovaskulären Komplikationen tritt in Patienten mit DMT2 häufig 

eine beschleunigte Entwicklung atherosklerotischer Läsionen auf, weshalb die Mortalität 

aufgrund kardiovaskulärer Ereignisse erhöht ist.80-83  

Kardiovaskuläre Erkrankungen stellen nach wie vor die häufigste Todesursache in den 

westlichen Ländern dar und haben trotz erheblicher Fortschritte in der Diagnostik und 

Behandlung weiter zugenommen.84  

 

Die Leitlinien der Food and Drug Administration (FDA) und der European Medicines Agency 

(EMA) fordern daher als Voraussetzung für die Zulassung neuer antihyperglykämisch-

wirksamer Substanzen den Nachweis, dass diese das kardiovaskuläre Risiko der Patienten 

nicht erhöhen. Diese kardiovaskulären Sicherheitsstudien sollen besonders Patienten mit 

hohem kardiovaskulärem Risiko einschließen und eine ausreichende Untersuchungsdauer 

aufweisen.85-87 

Aktuell werden in diesen Studien etwa 110.000 Patienten untersucht, die mit den neuen 

Substanzen wie Dipeptidylpeptidase-4-Inhibitoren, SGLT2-Inhibitoren und GLP-1-Analoga 

behandelt werden. Die ersten Studienergebnisse sind bereits publiziert und zeigen, dass 

beispielsweise die Dipeptidylpeptidase-4-Inhibitoren keinen Einfluss auf die Häufigkeit 

kardiovaskulärer Ereignisse haben. Eine Nicht-Unterlegenheit gegenüber Placebo ist für 

diese Substanzen somit belegt.88-92 

 

Die erste kardiovaskuläre Sicherheitsstudie zu einem SGLT2-Inhibitor, Empagliflozin, zeigte 

eine über die Nicht-Unterlegenheit hinausgehende signifikante Reduktion kardiovaskulärer 

Ereignisse. In der Empagliflozin, Cardiovascular Outcomes, and Mortality in Type 2 Diabetes 

(EMPA-REG Outcome) Studie wurde der primäre Endpunkt, der sich aus kardiovaskulärem 

Tod, nicht-tödlichem Herzinfarkt und nicht-tödlichem Schlaganfall zusammensetzte, von 

10,5 % der Patienten in der Empagliflozin Gruppe und von 12,1 % der Patienten in der 

Placebo Gruppe erreicht. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit 

Empagliflozin kardiovaskuläre Todesfälle sogar um 38 %, Hospitalisierungen aufgrund von 

Herzinsuffizienz um 35% und die Gesamtsterblichkeit um 32 % vermindert.92 Als zugrunde 

liegende Mechanismen werden neben der Senkung der Blutglukose unter anderem 

reduzierter Blutdruck, Gewichtsverlust, Veränderungen der Elastizität der Arterien und 

kardiorenale Effekte diskutiert.92 Ebenso können pleiotrope Effekte der Substanzen bisher 

nicht ausgeschlossen werden. 

Die klinische Studie zur Untersuchung der kardiovaskulären Sicherheit von Dapagliflozin ist 

derzeit noch nicht abgeschlossen.93, 94 
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Insgesamt bleibt festzustellen, dass das therapeutische Potential der SGLT2-Inhibitoren 

außerhalb der Blutglukosesenkung noch nicht ausreichend bekannt ist.95  
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1.4 Natrium-Glukose-Cotransporter 

Früher wurde die Niere als Eliminationsorgan mit wichtiger Funktion für die Regulation des 

Salz- und Wasserhaushaltes im menschlichen Organismus betrachtet. Eine entscheidende 

Rolle in der Pathophysiologie des DMT2 wurde bisher nicht assoziiert, jedoch ist sie häufig 

durch Folgeschäden des Diabetes mellitus betroffen. Neuere Forschung hat gezeigt, dass 

aufgrund von spezifischen renalen Glukosetransportern, den sogenannten SGLT, die Niere 

maßgeblich an der Regulation der Blutzuckerspiegels beteiligt ist.96 Die SGLT gehören zur 

Familie der solute-carrier-family (SLC)-Transporter.97, 98 Die wichtigsten Vertreter dieser 

Gruppe sind SGLT1 und SGLT2. 

In den Nephronen wird fast die gesamte Glukose des Primärharns reabsorbiert. Dies 

entspricht unter physiologischen Bedingungen durchschnittlich 180 g Glukose täglich. 

Glukose ist daher im Urin gesunder Menschen nahezu nicht nachweisbar.99 Die 

Reabsorption von 90 % der filtrierten Glukose wird über SGLT2 vermittelt, welcher auf den 

Epithelzellen im S1 Segment des proximalen Tubulus exprimiert wird. Die restlichen 10 % 

der Glukose werden über SGLT1 im distalen S2/S3 Segment des proximalen Tubulus 

reabsorbiert (Abbildung 4).  

 

 
Abbildung 4. Tubuläre Glukose-Reabsorbtion  
 (modifiziert nach Chao & Henry, 2010)100 

 

Die Reabsorption der Glukose aus dem glomerulären Filtrat über die Apikalmembran in das 

Innere der tubulären Epithelzellen bedarf eines aktiven Transportes gegen einen 

Konzentrationsgradienten, der durch den Cotransport von Natrium-Ionen ermöglicht wird. Ein 

zelleinwärts gerichteter Konzentrationsgradient von Natrium entsteht durch die 

Na+/K+-ATPase, die auf der basolateralen Seite Natrium aus der Zelle schleust. Aus dem 
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Inneren der Epithelzelle wird Glukose über passive Diffusion in den Blutkreislauf geführt 

(Abbildung 5).  

 

 
Abbildung 5. Glukosetransport in der Epithelzelle des proximalen Tubulus. 
 (modifiziert nach Chao & Henry, 2010)100 

 

Der SGLT1 hat eine hohe Affinität zu Glukose und transportiert je Molekül Glukose zwei 

Natrium-Ionen. Neben seiner Expression in der Niere ist er überwiegend im Dünndarm 

lokalisiert. Der niedrigaffine SGLT2, der jedoch eine hohe Kapazität für den Glukosetransport 

aufweist, besitzt ein stöchiometrisches Verhältnis von 1:1 für Glukose und Natriumionen.  

 

Das Ergebnis dieses Prozesses ist die Rückführung von Glukose aus dem proximalen 

Tubulus in den Blutkreislauf.101 
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1.5 Natrium-Glukose-Cotransporter-2-Inhibitoren 

SGLT2-Inhibitoren sind eine neue Gruppe von oral verfügbaren blutzuckersenkenden 

Medikamenten, welche zur Behandlung des DMT2 eingesetzt werden. Durch die Hemmung 

des SGLT2 in der Niere lässt sich die Ausscheidung der Glukose über den Urin steigern was 

zu einer Reduktion der Glukose im Blut führt. Dieser Mechanismus der Blutzuckersenkung 

ist unabhängig von der Insulinwirkung und stellt somit ein völlig neuartiges Therapiekonzept 

dar.102 Der Vorläufer der heute in der Klinik verwendeten Substanzen ist der Pflanzenstoff 

Phlorizin aus der Rinde von Apfelbäumen, dessen blutzuckersenkende Wirkung vor über 20 

Jahren entdeckt wurde.103 Später konnte gezeigt werden, dass Phlorizin eine höhere Affinität 

als Glukose für den SGLT2 im proximalen Tubulus aufweist und durch dessen Inhibition die 

renale Glukosereabsorption hemmt. Phlorizin selbst kommt als therapeutische Substanz 

nicht in Frage, da es bei oraler Gabe eine schlechte Bioverfügbarkeit aufweist und durch 

eine fehlende Selektivität zwischen SGLT1 und SGLT2 zu gastrointestinalen Störungen 

führt.104 Im Jahr 2012 wurde mit Dapagliflozin (Forxiga®) der erste spezifische 

SGLT2-Inhibitor in der Europäischen Union zugelassen. Darauf folgten 2013 Canagliflozin 

(Invokana®) und 2014 Empagliflozin (Jardiance®). Die Substanzen unterscheiden sich vor 

allem in ihrer Selektivität zwischen SGLT1 und SGLT2. Empagliflozin hat die höchste 

Spezifität für SGLT2 gegenüber SGLT1 (>2500:1), darauf folgt Dapagliflozin (>1200:1), 

während Canagliflozin (>250:1) durch eine zusätzliche Beeinflussung von SGLT1 auch zu 

einer verminderten Glukoseaufnahme im Dünndarm führt und so die postprandialen 

Glukosespiegel erniedrigt. Bisher konnte keine klinische Über- oder Unterlegenheit für die 

SGLT2-Selektivität gezeigt werden.105, 106 In klinischen Studien führte der Einsatz von 

SGLT2-Inhibitoren in der Monotherapie, initialer Kombinationstherapie oder als Zusatz zur 

bisherigen Therapie zu einer effektiven Senkung des HbA1c-Wertes.107-110 Die 

Glukoseausscheidung über den Urin ist verbunden mit einem Verlust an Kalorien, welcher 

ursächlich für die moderate Gewichtsabnahme von 2-3 kg während einer 3-monatigen 

Therapie mit SGLT2-Inhibitoren sein könnte.111-113 Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass 

eine Reduktion von Fettgewebe auftritt.114 Aufgrund ihrer milden diuretischen Eigenschaften 

kommt es unter der Therapie mit SGLT2-Inhibitoren zu einer Reduktion des systolischen 

Blutdruckes um etwa 3-4 mmHg und des diastolischen Blutdrucks um 1-2 mmHg.109, 115 

Weitere Effekte der SGLT2-Inhibition sind eine geringe Reduktion der 

Plasmaharnsäurekonzentration und eine verminderte Ausscheidung von Albumin. 116, 117 

Insgesamt ist die Therapie mit SGLT2-Inhibitoren gut verträglich. Im Hinblick auf 

unerwünschte Arzneimittelwirkungen treten am häufigsten genitale Infektionen auf, die direkt 

durch den Wirkmechanismus erklärt werden können. Durch Hemmung des SGLT2 wird die 

Glukosekonzentration im Urin gesteigert. Die Glukose dient als Substrat für Mikroorganismen 
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und kann deren Wachstum begünstigen.118 Der Zusammenhang zwischen erhöhten 

Glukosekonzentrationen im Urin und Genitalinfektionen ist bei Patienten mit Diabetes 

mellitus bekannt.119 

Des Weiteren wird über eine Zunahme des Urinvolumens und der Häufigkeit der 

Blasenentleerung berichtet. Einige Studien zeigen eine geringe Zunahme von 

Harnwegsinfektionen.120, 121 

 

Dapagliflozin wird zur Behandlung des DMT2 bei volljährigen Patienten in Monotherapie oder 

in Kombination mit anderen antidiabetischen Arzneimitteln eingesetzt, wenn diese nicht zu 

einer ausreichenden Blutzuckersenkung führen (Strukturformel in Abbildung 6). 

 
 
Abbildung 6. Strukturformel von Dapagliflozin 
 (nach Rizvi, 2015)122 

Die empfohlene Tagesdosis sind 10 mg als einmalige Gabe. Vor und während der Gabe von 

Dapagliflozin muss die Nierenfunktion geprüft werden, da Dapagliflozin bei einer 

glomerulären Filtrationsrate unter 60 ml/min nicht eingesetzt werden soll.123 

Die Bioverfügbarkeit von Dapagliflozin nach oraler Gabe ist gut und wird durch Aufnahme 

von Nahrung nicht beeinflusst.124, 125 Dapagliflozin zeigt weder pharmakokinetische 

Interaktionen bei gemeinsamer Gabe mit anderen antidiabetisch-wirksamen Substanzen wie 

Metformin, Glimepirid, Pioglitazon oder Sitagliptin, noch bei Begleitmedikation wie 

Simvastatin, Valsartan, Warfarin oder Digoxin.126, 127 

In verschiedenen klinischen Studien konnte die Wirksamkeit von Dapagliflozin sowohl als 

Monotherapie wie auch in Kombination mit anderen antidiabetischen Wirkstoffen gezeigt 

werden.  

Des Weiteren belegen Daten aus klinischen Studien, dass die Effekte von Dapagliflozin auf 

Glukoseparameter und Körpergewicht für mehr als zwei Jahre anhielten.128-130 
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1.6 Zielsetzung der Arbeit 

In der vorliegenden Arbeit sollen die Effekte von Dapagliflozin auf die Entstehung und 

Entwicklung der Atherosklerose untersucht, sowie mögliche zugrundeliegende Mechanismen 

identifiziert werden. 

Zu diesem Zweck wurde ein Mausmodell der diätinduzierten Insulinresistenz und 

akzelerierten Atherosklerose verwendet, welches die Erforschung verschiedener 

Risikofaktoren ermöglicht. Die Ergebnisse der Grundlagenforschung in Mäusen dienen als 

Basis für das Verständnis der pharmakodynamischen Effekte der Substanz im Menschen. 
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2.  Material und Methoden 

2.1 Tierversuche 

Die gemäß § 8 des Tierschutzgesetzes vom 18. Mai 2006 erforderliche Genehmigung der 

tierexperimentellen Untersuchungen erfolgte durch das Landesamt für Natur, Umwelt und 

Verbraucherschutz (LANUV) Nordrhein-Westfalen, Bezirksregierung Düsseldorf unter dem 

Aktenzeichen 84-02.04.2012.G405. 

 

2.1.1 Tiermodell 

Die tierexperimentellen Untersuchungen in dieser Arbeit wurden an männlichen Mäusen 

durchgeführt, die einen genetischen Knockout des Low density lipoprotein receptor (Ldlr) 

aufweisen. Dieser Defekt im Ldlr-Gen führt zu einem pathologisch veränderten 

Cholesteringehalt im Blut, so dass es zur Bildung atherosklerotischer Läsionen kommt.131 Die 

Tiere wurden von der Firma The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) bezogen. Die 

Zucht und Haltung erfolgte in der Zentralen Einrichtung für Tierforschung und 

Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf. Es wurde 

gewährleistet, dass die Tiere freien Zugang zu Trinkwasser und Futter hatten und in einem 

12 h Tag- und Nachtrhythmus unter standardisierten Bedingungen gehalten wurden. 

Ab einem Lebensalter von 8 Wochen wurde bei den Versuchstieren mit der Fütterung einer 

diabetogenen Diät (DD, ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest) begonnen. Die Analyse der Tiere 

erfolgte zu einem frühen Untersuchungszeitpunkt nach 8 Wochen Behandlung mit einem 

Endalter von 16 Wochen und zu einem späten Untersuchungszeitpunkt nach 25 Wochen 

Behandlung mit einem Endalter von 33 Wochen (Abbildung 7). 

Abbildung 7. Experimentelles Schema der Tierstudie 
 

Die Zusammensetzung der DD ist in Tabelle 1 beschrieben und wurde gemäß Angaben aus 

der Literatur gewählt.132 Die Substanz Dapagliflozin (Forxiga®, AstraZeneca, Södertälje, 

Schweden) wurde mit einer Endkonzentration von 25 mg Dapagliflozin/kg DD durch die 

Firma ssniff in die DD verpresst. Bei einer Nahrungsaufnahme von durchschnittlich 5 g pro 

Tag pro Maus entspricht dies einer Dosierung von 5 mg/kg Körpergewicht bei einer 25 g 
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schweren Maus. Für die Kontrolle der Effekte, die durch die Fütterung der DD vermittelt 

werden, wurden parallel Ldlr-/- Mäuse mit normalem Haltungsfutter gefüttert. 

 
Tabelle 1. Zusammensetzung der diabetogenen Diät. 

Inhaltsstoff Menge (%) 
Casein 22,8 
Maltodextrin 12 
Saccharose 24,02 
Schweineschmalz 35,85 
Mineralien-Mix 4 
Vitamin-Mix 1 
Cholinchlorid 0,13 
DL-Methionin 0,20 
 KCAL (%) 
Kohlenhydrate 26 
Protein 15 
Fett 59 
 

Während der Behandlung wurde bei den Tieren eine wöchentliche Dokumentation des 

Körpergewichtes vorgenommen. Es wurden zu den genannten Untersuchungszeitpunkten 

Berechnungen des Body-Mass-Indexes (BMI) sowie nukleare Magnetresonanzanalysen 

(NMR) durchgeführt. Die Einschätzung der Glukosetoleranz erfolgte durch Bestimmung der 

Nüchternblutglukose und oraler Glukosetoleranztests nach einer Behandlungsdauer von 

8 Wochen. Zu Beginn und Ende der Behandlung mit Dapagliflozin wurde geprüft, ob bei den 

Tieren Glukose im Urin detektierbar war. Dazu wurde Urin der Tiere mit Glukoseteststreifen 

analysiert (Biophan G, Kallies Feinchemie AG, Sebnitz, Deutschland). Es wurden nur Tiere 

in die Analyse eingeschlossen, bei denen ein positiver Glukosenachweis im Urin erfolgte. 

Dies war bei allen Dapagliflozin-behandelten Tieren der Fall.  

 

2.1.2 Oraler Glukosetoleranztest 

Bei den Tieren wurde im Alter von 16 Wochen (früher Zeitpunkt) während der Gabe von 

Dapagliflozin die Glukosetoleranz nach oraler Glukoseapplikation untersucht. Hierzu wurde 

den Tieren zunächst für eine Dauer von 6 h das Futter entzogen. Vor Applikation der 

Glukoselösung wurde der Wert der Nüchternblutglukose bestimmt. Die Messung erfolgte mit 

einem Tropfen Blut, der durch leichtes Anritzen der Schwanzspitze gewonnen wurde. Als 

Messgerät wurde das Accu-Chek Compact Plus Gerät (Roche Diabetes Care Deutschland 

GmbH, Mannheim, Deutschland) verwendet. Die Messung erfolgte als Einfachbestimmung. 

Die Tiere erhielten anschließend einen oralen Bolus 40 %-iger Glukoselösung in einer Dosis 
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von 1 g/kg Körpergewicht. Die Blutglukosewerte wurden jeweils 5, 15, 30, 60 und 120 min 

nach der Applikation gemessen.  

Die Auswertung erfolgte anhand der absolut gemessenen Werte und der errechneten Fläche 

unter der Kurve.  

 

2.1.3 Kernspinresonanzspektroskopie  

Die Körperfett- und Magermasse wurden mit Hilfe nuklearer Magnetresonanz im minispec 

nuclear magnetic resonance (NMR) analyzer (Bruker Corporation, Billerica, MA, USA) zu 

den beiden Untersuchungszeitpunkten bestimmt. Die Berechnung des Körperfettanteils 

erfolgte durch Division der Fettmasse durch die Summe aus Fett- und Magermasse.  

 

2.1.4 Probengewinnung 

Die Behandlung wurde entweder zu einem frühen Zeitpunkt nach 8 Wochen mit einem 

Endalter von 16 Wochen oder zu einem späten Zeitpunkt nach 25 Wochen mit einem 

Endalter von 33 Wochen beendet. Für morphologische Untersuchungen wurden die Tiere 

am Ende des jeweiligen Behandlungszeitraumes durch eine Überdosis von Ketamin 

(100 mg/kg), Xylazin (5 mg/kg) und nachfolgender Perfusion mit PBS und 4 % Formaldehyd 

getötet. Die molekularbiologische Analyse erfolgte nach Tötung mit Kohlenstoffdioxid-

Begasung. Die Organe und Blutproben wurden unmittelbar nach Eintritt des Todes 

entnommen und anschließend aufgearbeitet.  

 

2.1.4.1 Plasmaaufbereitung 

Die Tiere wurden äußerlich mit Isopropanol 70 % desinfiziert und anschließend wurde der 

Thorax mit RNase-freiem Besteck geöffnet. Das Blut wurde mittels Herzpunktion aus der 

rechten Kammer gewonnen. Verwendet wurden 1 ml Spritzen und 24 G Kanülen, die vorher 

mit 100 mM Ethylendiamintetraacetat (EDTA) in 0,9 % NaCl gespült wurden und 10 µl davon 

enthielten. 

Die Herstellung des EDTA-Plasmas erfolgte durch Zentrifugation zunächst für 15 min bei 

800 x g, 4° C und erneuter Zentrifugation des Überstandes für 5 min bei 15.700 x g bei 4 °C. 

Das Plasma wurde bis zur weiteren Analyse bei -20 °C gelagert.  

Für die Bestimmung des endogenen Thrombinpotentials (ETP) wurde ebenfalls Blut aus der 

rechten Herzkammer entnommen. Die Spritzen und Kanülen wurden vor der Blutentnahme 

mit 3,8 %-iger Natriumcitratlösung gespült. Nach der Entnahme erfolgte die Zugabe von 

Natriumcitrat bis zu einer Endkonzentration von 0,38 %. Die Aufbereitung wurde durch das 
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zweimalige Zentrifugieren bei 21.000 x g für 10 min bei Raumtemperatur abgeschlossen. Die 

Lagerung bis zur Messung des ETP erfolgte bei -20 °C. 

 

2.1.4.2 Organentnahme für histologische Analysen 

Das Herz wurde vom umliegenden Gewebe befreit und am vorderen Aortenbogen 

abgetrennt.  

Die Aorta wurde freipräpariert und ebenfalls vom Gewebe befreit. Nach Isolierung aus der 

Maus wurde sie in eiskaltes PBS überführt. Letzte Reste der Adventitia wurden hier von der 

Aorta gezupft.  

Herz und Aorta wurden für 24 h in Roti®-Histofix 4 % (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland) gelagert und anschließend für die Durchführung von histochemischen 

Färbungen weiter aufgearbeitet. 

 

2.1.4.3 Organentnahme für molekularbiologische Analysen 

Die Entnahme von Leber und Aorta zur Gewinnung von RNA wurde mit sterilem und RNase-

freiem Präparierbesteck durchgeführt. Für diese Untersuchungen wurde eine separate 

Tiergruppe verwendet, um die Präparationsdauer stets unter 7 min zu halten und damit einer 

Degradation der RNA vorzubeugen. Nachdem die Tiere wie unter Absatz 2.1.4 beschrieben 

mit CO2 getötet und desinfiziert wurden, erfolgte die Öffnung der Bauchhöhle. Die Leber 

wurde vorsichtig freigelegt und dann die Spitze vom kaudalen Ende des Lobus sinister 

lateralis abgeschnitten, in ein steriles Eppendorf-Reaktionsgefäß transferiert und direkt in 

Stickstoff überführt. Anschließend wurde zügig die Aorta präpariert und entnommen. Nach 

Überführung in RNAlater (RNAlater® Stabilization Solution, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA) wurde die Aorta sorgfältig von Geweberesten befreit. Die Lagerung bis 

zur weiteren Verarbeitung erfolgte bei -80 °C.  

 

2.1.5 Blutdruckmessung 

Die Messung von Blutdruck und Herzfrequenz wurde mit einer nicht invasiven, 

photoplethysmographischen Methode gemessen, bei der eine Druckmanschette um den 

Schwanz der Tiere gelegt wird und anschließend der Blutfluss als Änderung der 

Lichtdurchlässigkeit mittels eines Photosensors bestimmt wird (BP-2000 Blood Pressure 

Analysis System, Visitech Systems, Apex, USA). Die gemessenen Daten wurden über die 

Software des Herstelles „BP-2000 Analysis Software“ (Visitech Systems, Apex, USA) 

aufgezeichnet und analysiert.133 
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Die Messungen wurden an 10 aufeinander folgenden Tagen jeweils zur selben Tageszeit 

durchgeführt. An jedem Messtag wurden dreimal 10 Einzelmessungen durchgeführt. 

Statistisch ausgewertet wurden nur die Mittelwerte der letzten drei Messtage, da die Tiere 

sich zunächst an das Verfahren gewöhnen mussten und nur auf diese Weise zuverlässige 

Messdaten generiert werden konnten. Dargestellt wurden systolischer und diastolischer 

Blutdruck sowie die Herzfrequenz. 

 

2.1.6 Messung des Hämatogramms im Vollblut 

Eine kleine Menge des EDTA-antikoagulierten Vollblutes (30 µl) wurde mit Hilfe eines 

Hämatologiegerätes (scil Vet abc, scil animal care company GmbH, Viernheim, Deutschland) 

analysiert und die Thrombozytenzahl, das mittlere Thrombozytenvolumen und der 

Hämatokrit ausgewertet. 

 

2.1.7 Blutungszeit 

Für die Bestimmung der Blutungszeit wurden die Tiere zunächst durch intraperitoneale Gabe 

von Ketamin (100 mg/kg) und Xylazin (10 mg/kg) narkotisiert und zur Aufrechterhaltung der 

Körpertemperatur auf eine 37 °C warme Heizplatte gelegt. 

Vor Beginn der Messung wurde der Schwanz der Tiere für 5 min in ein Gefäß mit 37 °C 

warmem Wasser gehalten, um die Blutgefäße zu dilatieren. Anschließend wurde mit Hilfe 

eines Skalpells das distale Ende der Schwanzspitze mit einem geraden Schnitt abgetrennt 

und der Schwanz umgehend in ein Falcon gehalten, welches 37 °C warmes PBS enthielt. Es 

wurde jeweils per Schablone immer der gleiche Durchmesser des Schwanzes ausgewählt, 

maximal wurden allerdings 2 mm der Schwanzspitze entfernt. Gemessen wurde die Zeit vom 

Abtrennen der Schwanzspitze bis zum vollständigen Sistieren der Blutung. 
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2.2 Histologie 

2.2.1 Verwendete Puffer und Lösungen 

Tabelle 2. Puffer und Lösungen in der Histologie 

Puffer/Lösung Zusammensetzung Hersteller 

PBS 

137 mM NaCl 
2,7 mM KCl 
1,5 mM KH2PO4 

8,3 mM Na2HPO4 • 2 H2O 
pH 7,4 

 

1 % Eosin-Lösung 1 % Eosin Y Dinatrium-Salz 
0,05 % Essigsäure 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
 

Blockierlösung 

20 mM Tris 
137 mM NaCl 
10 % fetales bovines Serum 
(FBS) 
1 % bovines Serumalbumin 
(BSA) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
 

3 % H2O2 3 % H2O2 in PBS Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

ÖRO-Lösung 
35 ml 0,5 % ÖRO (in 
Methanol) 
10 ml 1M NaOH 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
 

Hämalaun-Lösung 
nach Mayer 

4,4 g/l Hämatoxylin krist. 
28 g/l Al2(SO4)3 • 18 H2O 
1 g/l C6H8O7 • 18 H2O 

Gebrauchsfertig von Merck KGaA, 
Darmstadt, Deutschland 

Tris-Puffer (TB) 50 mM Tris 
pH 7,6 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

1 % HCl 1 % HCl in Aqua dest. Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

ABC Puffer 

5 mM Tris 
1 mM NaCH3CO2 • 2 H2O 
5 mM NaCl 
pH 8 
BSA 1mg/ml 

 

 

 

2.2.2 Paraffinschnitte des Aortenursprungs 

Nach der Organentnahme und 24-stündiger Lagerung in Roti®-Histofix 4 % (Carl Roth 

GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) wurden die Herzen in PBS überführt. Die 

Entwässerung der Gewebeproben wurde maschinell in einem 

Gewebeentwässerungsautomaten (Tissue-Tek VIP, Sakura Finetek, Europe BV, AV Alphen 

aan den Rijn, Niederlande) mittels aufsteigender Alkoholreihe und Roticlear® (Carl Roth 

GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) und finaler Überführung in flüssiges Paraffin 
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vorgenommen. Anschließend erfolgte die Einbettung der Proben an einer Paraffin-

Ausgießstation Leica EG1150 (Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland).  

Die Anfertigung von 5 µm dünnen Gewebeschnitten über die gesamte Länge des Ursprungs, 

definiert durch die Aortenklappen, erfolgte mit Hilfe des Leica RM2255 Rotationsmikrotoms 

(Leica Biosystems GmbH, Nussloch, Deutschland). Die Paraffinschnitte wurden in ein 

Streckbad (Medax GmbH & Co.KG, Kiel, Deutschland) überführt und auf Objektträger 

(Adhäsions-Objektträger SuperFrost® plus, R. Langenbrinck Labor- und Medizintechnik, 

Emmendingen, Deutschland) aufgezogen. Um ein Ablösen während der Färbungen zu 

vermeiden wurden die Schnitte im Anschluss für 24 h bei Raumtemperatur getrocknet und 

danach für 1 h bei 60 °C auf dem Objektträger hitzefixiert. Bis zur weiteren Verarbeitung 

wurden die Paraffinschnitte in einem geeigneten Objektträgerkasten (A. Hartenstein 

Laborbedarf GmbH, Würzburg, Deutschland) gelagert. 

 

2.2.3 Histochemische Färbungen 

Als Vorbereitung auf die histochemischen Färbungen wurde eine Entparaffinierung der 

Gewebeschnitte durchgeführt. Das auf Objektträgern aufgezogene Gewebe wurde durch 

dreimalige Behandlung mit Roticlear® (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) 

für jeweils 15 min sowie aufeinanderfolgend für jeweils 2 min mit Ethanol absolut, 96 % (V/V) 

Ethanol und 70 % (V/V) Ethanol von Paraffinresten befreit. Anschließend erfolgte eine 

dreimalige Waschung der Schnitte für jeweils 5 min mit PBS. 

Das weitere Vorgehen wird entsprechend der jeweiligen Färbung in den folgenden 

Abschnitten beschrieben. 

 

2.2.3.1 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Die Hämatoxylin-Eosin (H&E)-Färbung wurde mit Paraffinschnitten durchgeführt, um 

anschließend die Größe der atherosklerotischen Läsionen im Aortenursprung bestimmen zu 

können. 

Die entparaffinierten Gewebeschnitte wurden für 1 min in einer Hämalaun-Lösung nach 

Mayer (siehe Tabelle 2) inkubiert und anschließend kurz in 1 % HCl getaucht. Das 

enthaltene Hämalaun lagert sich an den negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA des 

Zellkernes an und färbt diese zunächst braun. Für den Farbumschlag nach blau ist eine 

Anhebung des pH-Wertes notwendig, der durch 10-minütiges Spülen der Schnitte mit 

Leitungswasser erreicht wird.  

Anschließend wurden die Gewebeschnitte für 1 min mit einer 1 % igen (m/V) Eosin-Lösung 

inkubiert, wodurch basische Strukturen, vor allem Zellplasmaproteine, rötlich gefärbt werden.  
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Nach erfolgreich durchgeführter Färbung erfolgte die Entwässerung des Gewebes durch 

Behandlung mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 % (V/V) Ethanol, 96 % (V/V) Ethanol, 

Ethanol absolut für jeweils 2 min) sowie Roticlear® (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland) für 5 min. Die Schnitte wurden anschließend mit Roti®-Mount (Carl Roth 

GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) eingedeckt und bis zum Mikroskopieren 

lichtgeschützt aufbewahrt. 

 

2.2.3.2 Antikörper und Bindeproteine in der Histochemie 

Tabelle 3. Antikörper und Bindeproteine in der (Immun-)Histochemie. 

Antikörper/Bindeprotein Konzentration Katalognummer Hersteller 

anti-Maus Mac-2 (Ratte) 1:1000  CL8942AP Cedarlane, Burlington, 
Canada 

anti-Maus α-
Glattmuskelaktin 
(Kaninchen) 

1:300 
 Ab5694 Abcam, Cambridge, 

United Kingdom 

anti-Maus Biglykan 
(Kaninchen) 1:500 LF 159 

Larry Fisher, National 
Institute of Dental and 
Cranofacial Research, 
National Institutes of 
Health, Bethesda, MD, 
USA 

Ziege-anti-Kaninchen IgG, 
HRP-konjugiert 

1:400 (α-
Glattmuskelaktin) 
1:1000 (Biglykan) 

Sc-2004 

Santa Cruz 
Biotechnology, Dallas, 
TX, USA 
 

Ziege-anti-Ratte IgG2A, 
HRP-konjugiert 1:1500 (Mac-2) NB7126 

Novus biological, 
Littleton, CO, USA 
 

Biotinyliertes 
Hyaluronsäure-Bindeprotein 
(HABP) 

1:100 385911 
Calbiochem, Merck 
KGaH, Darmstadt, 
Deutschland 

Streptavidin, HRP-konjugiert 1:200 S 5512 Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 

 

2.2.3.3 α-Glattmuskelaktin und Mac-2 

Die Detektion von glatten Muskelzellen erfolgte durch eine immunhistochemische Anfärbung 

des α-Glattmuskelaktins während die Makrophagen in den atherosklerotischen Läsionen 

durch eine Färbung von Mac-2 identifiziert wurden.  

Hierfür wurden die vorbereiteten Schnitte bei Raumtemperatur für 1 h mit einer 

Blockierlösung (siehe Tabelle 2) behandelt. Anschließend wurde der Primärantikörper (siehe 
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Tabelle 3) verdünnt in 1 % BSA in PBS aufgetragen und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach 

Beendigung der Inkubation wurden die Schnitte dreimalig für 5 min in 1 x PBS gewaschen. 

Um endogene Peroxidasen zu inaktivieren, wurden die Schnitte für 5 min mit einer 3 %-igen 

H2O2-Lösung (siehe Tabelle 2) behandelt. Im Anschluss daran wurde erneut dreimalig ein 

Waschschritt mit PBS für 5 min durchgeführt bevor der entsprechende HRP-konjugierte 

Zweitantikörper (siehe Tabelle 3) verdünnt in PBS für 1 h bei Raumtemperatur auf die 

Schnitte aufgetragen wurde. Die Detektion erfolgte mit 3,3‘-Diaminobenzidin (DAB, DAB 

Substrate Kit, Zytomed, Berlin, Deutschland), indem die Schnitte zunächst für 10 min in 

Tris-Puffer inkubiert wurden, dann für 5 min in der DAB-Lösung und anschließend erneut für 

2 min in Tris-Puffer, bevor im nächsten Schritt die Kernfärbung mit Hämalaun nach Mayer 

durchgeführt wurde. Die Schnitte wurden permanent (siehe Abschnitt 2.2.3.1) eingedeckt 

und bis zur weiteren Verwendung lichtgeschützt aufbewahrt. 

 

2.2.3.4 Hyaluronsäure-Färbung 

Die entparaffinierten Gewebeschnitte wurden für die Detektion des Glykosaminoglykans 

Hyaluronsäure zunächst mit einem Avidin-Biotin-Blockiersystem (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA) gemäß den Angaben des Herstellers vorbehandelt, um endogene 

Biotin-Strukturen zu blockieren. Anschließend erfolgte die Inkubation der Schnitte mit 

Blockierlösung (siehe Tabelle 2) für 1 h bei Raumtemperatur.  

Im nächsten Schritt der Färbung wurde das Hyaluronsäurebindeprotein (HABP) (siehe 

Tabelle 3) in der angegebenen Verdünnung in 1 % BSA in PBS auf das Gewebe aufgetragen 

und über Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. 

Am nächsten Tag wurde die HABP-Lösung durch dreimaliges Waschen mit PBS für jeweils 

5 min entfernt und im Anschluss daran eine Behandlung mit 3 % H2O2 (siehe Tabelle 2) für 

5 min zur Inaktivierung endogener Peroxidasen durchgeführt. Anschließend wurden die 

Schnitte erneut für jeweils 5 min mit PBS gewaschen.  

Für die Detektion des biotinylierten HABP wurde eine Streptavidin-konjugierte HRP 

verwendet. Die Schnitte wurden in entsprechender Verdünnung für 1 h bei Raumtemperatur 

in feuchter Kammer inkubiert. Die Detektion erfolgte durch Reaktion von DAB (DAB 

Substrate Kit, Zytomed Systems GmbH, Berlin) mit HRP. Zuletzt wurden die Kerne mit der 

Hämalaun-Lösung nach Mayer (siehe Tabelle 2) gefärbt und die Schnitte wasserfrei (siehe 

Abschnitt 2.2.3.1) mit Roti®-Mount als Einschlussmedium (Carl Roth GmbH + Co. KG, 

Karlsruhe, Deutschland) fixiert und lichtgeschützt aufbewahrt. 
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2.2.3.5 Biglykan-Färbung 

Die Detektion des leucin-reichen Proteoglykans Biglykan erforderte zunächst eine 

Vorbehandlung mit 0,02 Enzymeinheiten (Units) Chondroitinase (Chondroitinase ABC from 

Proteus vulgaris, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in ABC-Puffer (siehe Tabelle 2) für 

eine Stunde bei 37 °C. Durch den enzymatischen Verdau wurden die Chondroitin- und 

Dermatansulfat-Seitenketten abgespalten und die Epitope der Core-Proteine freigelegt. 

Danach wurden die Schnitte wie bereits bei den vorherigen Färbungen beschrieben mit PBS 

gewaschen und 1 h in der Blockierlösung inkubiert.  

Der Erstantikörper gegen das Biglykan-Core-Protein (siehe Tabelle 3) wird in der 

entsprechenden Verdünnung in 1 % BSA in PBS auf die Schnitte pipettiert und über Nacht in 

der feuchten Kammer bei 4 °C inkubiert. Darauf folgten ein erneutes Waschen mit PBS und 

die Inkubation mit dem HRP-konjugierten Zweitantikörper (siehe Tabelle 3) in der 

entsprechenden Konzentration in PBS. 

Nach der Detektion mit DAB und Kernfärbung mit Hämalaun nach Mayer (siehe Tabelle 2) 

wurden die Schnitte wasserfrei eingedeckt und lichtgeschützt aufbewahrt.  

 

2.2.3.6 Auswertung der Färbungen 

Für die Auswertung der histochemischen und immunhistochemischen Färbungen des 

Aortenursprunges wurden repräsentative Bilder in 100-facher Vergrößerung an einem Axio 

Imager.M2 Mikroskop mit AxioCam HRC (426510-9901-000) und Axio Vs 40 V 4.8.2.0 (Carl 

Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland) aufgenommen.  

Für die Auswertung der mit DAB angefärbten Fläche in den Plaques wurde die Software 

ImageJ 1.37v (NIH, MD, USA) mit dem Zusatzmodul Colour Deconvolution verwendet. 

Dieses Zusatzmodul trennt die einzelnen Farbkanäle auf, sodass die spezifische DAB-

Färbung von der Kernfärbung abgegrenzt werden kann. Durch manuelle Festlegung eines 

Schwellenwertes kann eine eventuelle Hintergrundfärbung ausgeschlossen werden. Der 

Schwellenwert wird für alle histologischen Aufnahmen derselben Färbung gleich definiert. 

Die Auswertung erfolgte als positiv-gefärbte Fläche in µm2. 

 

2.2.4 Öl-Rot-O-Färbung 

Die Öl-Rot-O-(ÖRO)-Färbung wurde verwendet um Lipideinlagerungen in der Aorta zu 

detektierten. Die perfundierten Aorten wurden vom Aortenursprung bis zur Bifurcatio aortae 

entnommen und in Roti®-Histofix 4 % (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) 

für 24 h bei 4 °C fixiert. Zur Detektion der in den atherosklerotischen Läsionen eingelagerten 

Lipide wurden die Aorten mit ÖRO gefärbt. Nach der Fixierung mit Formaldehyd wurden die 
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Aorten in PBS überführt und von dem periaortalen Fettgewebe befreit. Die Färbung erfolgte 

durch vorheriges Waschen für 5 min in 78 % Methanol und anschließender Inkubation für 

90 min in der ÖRO-Färbelösung (siehe Tabelle 2). Danach wurden die Aorten erneut für 

5 min in 78 % Methanol gewaschen, um Rückstände der Färbelösung zu entfernen. Die 

gefärbten Aorten wurden in PBS überführt. Zur Auswertung der ÖRO-Färbung wurden die 

Aorten der Länge nach aufgeschnitten und in en face Darstellung aufgenommen. Hierfür 

wurde eine Kamera der Firma Canon (Canon Power Shot G10, Canon Inc., Tokio, Japan) 

und ein Stereomikroskop der Firma Zeiss (Stemi 2000C, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, 

Deutschland) verwendet. Die Quantifizierung der angefärbten Fläche erfolgte mit der 

Software ImageJ 1.37v (NIH, MD, USA). Es wurden die anteilige Plaquefläche bezogen auf 

die gesamte Aorta sowie die Fläche in den einzelnen Abschnitten der Aorta berechnet. Der 

Aortenbogen wurde über dessen gesamten Verlauf einzeln ausgewertet. Die thorakale Aorta 

wurde definiert bis zum Zwerchfell inklusive des Aortenbogens. Der restliche Anteil bis zu 

den Abgängen der Beinarterien wurde als abdominaler Teil gewertet.  
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2.3 Durchflusszytometrie 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Zellen der Aorta sowie die Zellen aus dem Blut mit 

durchflusszytometrischen Verfahren analysiert.  

 

2.3.1 Verwendete Puffer und Lösungen 

Tabelle 4. In der Durchflusszytometrie verwendete Puffer und Lösungen 

Puffer/Lösung Zusammensetzung Hersteller 

RPMI, 10 % 

RPMI Medium 1640 (1X) + 
GlutaMAX™-I 
10 % FBS 
100 U/ml Penicillin 
100 µg/ml Streptomycin 

alles von Gibco® Life 
Technologies™, Paisley, 
Großbritannien 

Erythrozyten-Lyse-
Puffer 

155 mM NH4Cl 
10 mM KHCO3 
0,1 mM EDTA 

 

PEB-Puffer 
2 mM EDTA 
0,5 % BSA 
in PBS 

 

1 % Formaldehyd-
Lösung 

10 % Roti®-Histofix 10 %  
in PEB-Puffer 

Carl Roth GmbH + Co. KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

Kollagenase II-Lösung 

600 U/ml Kollagenase II 
60 U/ml DNase I 
in Hank’s Balanced Salt 
Solution (HBSS) 

Worthington Biochemical 
Corporation, Lakewood, NJ, USA 
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

HBSS 

1,26 mM CaCl2 

0,49 mM MgCl2 

0,41 mM MgSO4 

5,3 mM KCl 
0,44 mM KH2PO4 

4,17 mM NaHCO3 
137,39 mM NaCl 
0,34 mM Na2HPO4 

5,55 mM Glukose 

 

Tyrode ohne Ca++ 

2,73 M NaCl 
53,6 mM KCl 
8 mM Na2HPO4 

238 mM NaHCO3 
0,5 M HEPES 
0,1 M MgCl2 

0,5 mM Glukose 
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2.3.2 Analyse der zirkulierenden Immunzellen im Blut 

Das für die Analyse der Immunzellen verwendete Blut wurde durch kardiale Punktion und 

Antikoagulation mit EDTA gewonnen. Die Aufbereitung für die Untersuchung der 

Lymphozyten und Monozyten/neutrophilen Granulozyten erfolgte in unterschiedlicher Art und 

Weise und wird im Folgenden genauer beschrieben. 

 

2.3.2.1 Lymphozyten im Blut 

Für die Untersuchung der Lymphozyten wurde das Blut mit hypotonem 

Erythrozyten-Lyse-Puffer für 7 min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte die Zentrifugation 

bei 300 x g für 10 min bei 4 °C. Der Überstand wurde abgesaugt und verworfen. Hierbei 

wurde darauf geachtet, dass die Erythrozyten vollständig entfernt wurden. Das Zellpellet 

wurde in 50 µl PEB resuspendiert und zunächst mit 2 µl eines CD16/32-Antikörpers (Klon 93, 

Biolegend, San Diego, CA, USA) für 10 min bei 4 °C inkubiert. Anschließend wurde die 

Menge auf Reaktionsgefäße aufgeteilt, bevor es mit den entsprechenden Antikörpern (siehe 

Tabelle 5) in einer Verdünnung von 1:25 für 15 min bei 4 °C inkubiert wurde. Parallel wurde 

auch eine Probe mit den zugehörigen Isotyp-Kontrollen gefärbt. Die Bestimmung der 

absoluten Zellzahlen erfolgte gemäß den Angaben des Herstellers mit Flow-CountTM 

Fluorospheres (Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland). Nach Beendigung der 

Inkubation wurden 200 µl Isoton zu den Proben gegeben, um die Färbe-Reaktion zu 

stoppen.  

 

Die Messung der Proben erfolgte an einem GalliosTM Durchflusszytometer (Beckman Coulter 

GmbH, Krefeld, Deutschland) mit einem geeigneten Messprotokoll. Die Auswertung erfolgte 

mit der Kaluza® Flow Analysis Software 1.5a (Beckman Coulter GmbH, Krefeld, 

Deutschland). Zunächst wurden die Einzelzellen definiert und Dubletten aus der Analyse 

ausgeschlossen. Anschließend erfolgte die weitere Einteilung der Gates nach den 

Isotypkontrollen gemäß dem Schema in Abbildung 8. 
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Abbildung 8. Gating-Schema der Lymphozyten im Blut 

 

Detektiert wurden die Leukozyten (CD45+ Zellen), sowie die B- (CD45+CD19+) und 

T-Lymphozyten (CD45+CD3+). Für die statistische Auswertung wurden die absoluten 

Zellzahlen pro µl Vollblut verwendet. Die Gates wurden nach den entsprechenden Isotyp-

Kontrollen eingestellt.  

 

2.3.2.2 Monozyten und neutrophile Granulozyten im Blut 

Die Antikörperfärbung für die Monozyten und neutrophilen Granulozyten erfolgte unmittelbar 

nach der Blutentnahme vor der Lyse der Erythrozyten, da die Oberflächenexpression des 

CD115-Antigens instabil ist.134 Das Blut wurde zunächst ebenfalls mit einem CD16/32-

Antikörper (Klon 93, Biolegend, San Diego, CA, USA) inkubiert, bevor die Antikörper (siehe 

Tabelle 5) und entsprechende Isotypen in einer Verdünnung von 1:25 zugegeben und für 

15 min bei 4° C ebenfalls inkubiert wurden. Im Anschluss an die Färbung erfolgte die Lyse 

der Erythrozyten für 7 min bei 4 °C. Nach Zentrifugation bei 750 x g für 10 min bei 4 °C 

wurde das Zellpellet in PEB resuspendiert und durch Zugabe von 1%iger 

Formaldehydlösung (siehe Tabelle 4) für 20 min lichtgeschützt bei Raumtemperatur fixiert. 

Anschließend wurden die Proben erneut für 750 x g 10 min bei 4 °C zentrifugiert und das 

Zellpellet in PEB Puffer wieder aufgenommen. Nach Zugabe von 200 µl Isoton erfolgte die 

Messung und Auswertung wie unter 2.3.2.1 beschrieben. Analysiert wurde die absolute 

Zellzahl pro µl Vollblut der Monozyten (CD11b+CD115+) und der neutrophilen Granulozyten 

(CD11b+Ly6G+). 

Das Gating erfolgte nach Ausschluss von Dubletten gemäß dem Schema in Abbildung 9. 
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Abbildung 9. Gating-Schema der Monozyten im Blut 

 

2.3.3 Analyse der Immunzellen in der Aortenwand 

Die gesamte Aorta vom Aortenbogen bis zu den Abgängen der jeweiligen Arteria iliaca 

communis wurde aus den Tieren isoliert und in Roswell Park Memorial Institute-Nährmedium 

(RPMI 10%, siehe Tabelle 4) zwecks Säuberung und Entfernung von Fettgewebsresten 

überführt. Die Aufarbeitung der Aorta erfolgte in Anlehnung an das Protokoll von 

Butcher et al mit Modifikationen.135 

Die Aorta wurde in kleine Stücke geschnitten und in Kollagenase II-Lösung überführt (siehe 

Tabelle 4). Der Verdau in dieser Lösung wurde für 60 min bei 37 °C durchgeführt. 

Anschließend wurde die Lösung kurz gevortext und durch einen 70 µm Filter (Miltenyi Biotec 

GmbH, Bergisch-Gladbach, Deutschland) gegeben um eine Einzelzellsuspension zu 

erhalten. Nach Zentrifugation bei 300 x g 4 °C für 10 min wurden die Zellen für 30 min bei 

37 °C in Roswell Park Memorial Institute-Nährmedium (RPMI 10%, siehe Tabelle 4) 

inkubiert. Im Anschluss folgte eine erneute Zentrifugation für 10 min bei 4°C und 300 x g. Der 

Überstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in PEB resuspendiert. Zunächst wurde hier 

analog zur Behandlung der Blutzellproben ein CD16/32 Antikörper (Klon 93, Biolegend, San 

Diego, CA, USA) eingesetzt, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Danach wurde 

Live Dead Stain (siehe Tabelle 5) zugegeben und für 30 min bei 4 °C inkubiert, um später 
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tote Zellen aus der Population ausgrenzen zu können. Die anschließende Färbung erfolgte 

mit den entsprechenden Antikörpern (siehe Tabelle 5) in einer Verdünnung von 1:25 für 

15 min bei 4 °C. Messung und Auswertung der Proben erfolgten nach Zugabe von 200 µl 

Isoton wie bereits unter 2.3.2.1 beschrieben. 

 

2.3.3.1 Lymphozyten in der Aorta 

Im Rahmen der Auswertung wurde zunächst der Ausschluss von Dubletten vorgenommen. 

Die nachfolgende Einteilung der Gates und der Ausschluss der toten Zellen erfolgte 

anschließend gemäß der Isotypkontrollen und ist schematisch in Abbildung 10 dargestellt.  

 

 
Abbildung 10. Gating-Schema der Lymphozyten in der Aorta 

Bezüglich der Analyse der Lymphozyten in der Aorta wurden die Zahl der Leukozyten 

(CD45+) sowie die Zahl der B-Lymphozyten (CD45+CD19+) und T-Lymphozyten 

(CD45+CD3+) als Gesamtzahl pro Aorta berechnet. 

 

2.3.3.2 Makrophagen in der Aorta 

Die Auswertung erfolgte wie unter 2.3.3.1 beschrieben. Dargestellt wurden die absoluten 

Zahlen der Makrophagen (CD45+CD11b+F4/80+) für jede Aorta. Das entsprechende Gating-

Schema ist in Abbildung 11 dargestellt.  
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Abbildung 11. Gating-Schema der Makrophagen in der Aorta 

 

2.3.4 Analyse von CD62P und CD41/61 auf Thrombozyten 

Die Analyse der Oberflächenmarker CD62P (P-Selektin) und CD41/61 (Glykoprotein IIbIIIa), 

welche einen Hinweis auf den Aktivierungsstatus und die Aggregationsfähigkeit der 

Thrombozyten zulassen, wurde in murinem Vollblut untersucht. 

 

Murines Blut wurde aus der Schwanzspitze entnommen und mit EDTA antikoaguliert. Das 

Blut wurde anschließend mit calciumfreiem Tyrode-Puffer (siehe Tabelle 4) zweifach 

gewaschen und am Ende in calciumhaltigem (2 mM CaCl2) Tyrode-Puffer (siehe Tabelle 4) 

in einem Verhältnis von 1:10 verdünnt. Anschließend wurden 25 µl der Blutsuspension mit 

5 µl FITC-konjugiertem monoklonalen Antikörper gegen CD62P oder PE-konjugiertem 

monoklonalen Antikörper gegen CD41/61 (Glykoprotein IIbIIIa, GP IIbIIIa) für 15 min 

inkubiert (Antikörper siehe Tabelle 5). Als Kontrolle wurden die jeweiligen IgG-Isotypen 

verwendet. Für die Messung der Oberflächenexpression von CD62P und CD41/61 in 

stimulierten Thrombozyten wurde collagen related peptide (CRP, Abteilung für Biochemie, 
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Universität von Cambridge, Cambrigde; UK) in einer finalen Konzentration von 5 µg/ml 

während der Inkubation hinzugefügt. 

 

Für die Analyse der direkten Effekte von Dapagliflozin auf die CD62P-Expression wurde eine 

ex vivo Inkubation durchgeführt. Das entnommene Blut wurde nach zweimaligem Waschen 

und Wiederaufnahme in calciumhaltigem Tyrode-Puffer für 30 min mit 0,5 µM Dapagliflozin 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) oder Dimethylsulfoxid (DMSO, Merck KGaA, Darmstadt, 

Deutschland) als entsprechender Kontrolle bei 37 °C inkubiert und anschließend wie oben 

beschrieben weiter für die Messung aufgearbeitet. Die Substanz Dapagliflozin wurde in 

DMSO gelöst.  

 

Die Messungen wurden anschließend am GalliosTM Durchflusszytometer (Beckman Coulter 

Inc., Krefeld, Deutschland) durchgeführt und für die Analyse der Daten wurde die Kaluza 

Flow Analysis Software 1.5a (Beckman Coulter Inc., Krefeld, Deutschland) verwendet.  

Es wurde zur Detektion der Thrombozyten ein Antikörper gegen CD41 eingesetzt (siehe 

Tabelle 5). Das entsprechende Gating Schema für CD62P ist in Abbildung 12 gezeigt. Das 

Gating Schema für CD41/61 ist analog aufgebaut. Dargestellt wurden jeweils die CD62P- 

und CD41/61-positiv angefärbten Thrombozyten als Prozent der Gesamtthrombozyten.  

 

 
Abbildung 12. Gating-Schema der murinen Thrombozyten  
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2.3.5 Antikörper in der Durchflusszytometrie 

Tabelle 5. In der Durchflusszytometrie verwendete Antikörper-Kombinationen 

Zellen Antikörper-Kombination Klon Hersteller 
Lymphozyten 
Blut 

CD45-PE 
CD3-APC/Cy7 
CD19-PacificBlue™ 

30-F11 
17A2 
6D5 

alle Antikörper von Biolegend, 
San Diego, CA, USA 

Monozyten/ 
Neutrophile 
Blut 

Ly-6C-AlexaFluor®488 
 
CD11b-PE 
 
CD115-APC 
 
Ly-6G-PacificBlue™ 

HK1.4 
 
M1/70 
 
AFS98 
 
1A8 

Biolegend, San Diego, CA, USA 
BD Biosciences, San Jose, USA 
eBioscience, San Diego, CA, 
USA 
Biolegend, San Diego, CA, USA 
 
Biolegend, San Diego, CA, USA 

Lymphozyten 
Aorta 

CD45-PE 
CD3-APC/Cy7 
CD19-PacificBlue™ 
Live/Dead-Aqua 

30-F11 
17A2 
6D5 
 

alle Antikörper von Biolegend, 
San Diego, CA, USA 
molecular probes®, life 
technologies™, Eugene, OR, 
USA 

Makrophagen 
Aorta 

F4/80-AlexaFluor®488 
CD45-PE 
CD86-PE/Cy7 
Live/Dead-Aqua 

BM8 
30-F11 
GL-1 
 

alle Antikörper von Biolegend, 
San Diego, CA, USA 
molecular probes®, life 
technologies™, Eugene,  
OR, USA 

Thrombozyten CD62P-FITC 
 
CD41/61-PE 
 
CD41-PE 

Wug.E9 
 
JON/A 
 
MWReg30 

beide  
EMFRET Analytics GmbH & 
Co.KG, Eibelstadt, Deutschland 
 
Biolegend, San Diego, CA, USA 
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2.4 Genexpressionsanalyse mittels quantitativer Realtime-PCR 

2.4.1 RNA-Isolation und cDNA-Umschreibung 

Die Isolation der RNA aus den bei -80 °C gelagerten Geweben erfolgte mit der 

Guanidiniumthiocyanat-Phenol-Chloroform-Methode. Ein etwa 50 mg schweres Stück der 

Leber beziehungsweise die gesamte Aorta wurde in ein M Tube (Miltenyi Biotec GmbH, 

Bergisch-Gladbach, Deutschland) mit 700 µl peqGOLD TriFastTM Reagenz (VWR 

International GmbH, Darmstadt, Deutschland) überführt.  

Die Zerkleinerung des Gewebes wurde anschließend im gentleMACSTM Dissociator (Miltenyi 

Biotec GmbH, Bergisch-Gladbach, Deutschland) mit dem Programm für RNA gemäß den 

Angaben des Herstellers durchgeführt.  

Anschließend folgte zur weiteren Aufarbeitung ein Zentrifugationsschritt für 2 min bei 4 °C 

und 1000 x g. 

Der entnommene Überstand wurde mit Chloroform (Verhältnis 5:1) versetzt und vermischt. 

Anschließend erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 15 min und maximaler 

Umdrehungszahl. Die obere wässrige Phase wurde entnommen und im Verhältnis 1:1 mit 

Ethanol absolut gemischt. Zur weiteren Aufarbeitung wurde das RNA Clean & 

ConcentratorTM Kit (Zymo Research Corp., Irvine, CA, USA) nach den Empfehlungen des 

Herstellers verwendet.  

Die Qualität und Konzentration der RNA wurden mittels kapillarelektrophoretischer Analyse 

(Agilent RNA 6000 Nano Kit, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) überprüft. Die 

Messungen erfolgten mit einem Bioanalyzer (2100 Bioanalyzer Instruments, Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, USA) im biologisch-medizinischem Forschungszentrum 

(BMFZ) der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf. Für die Umschreibung in cDNA wurde 

ausschließlich RNA mit einem RIN-Wert von >8 verwendet. Jeweils 1 µg der isolierten RNA 

wurde mit dem QuantiTect® Reverse Transcription Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) 

entsprechend der Herstellerangaben in cDNA umgeschrieben.  

 

2.4.2 Quantitative Realtime-PCR (qPCR) 

Die Quantifizierung der Genexpression wurde mit qPCR am StepOnePlusTM Real-Time PCR 

System (Life TechnologiesTM, Carlsbad, CA; USA) durchgeführt. Die Methode wurde unter 

Verwendung des Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG (Life TechnologiesTM, 

Carlsbad, CA; USA) durchgeführt. Die Reaktion erfolgte mit einer Mischung aus 5 µl 

Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG mit ROX-Referenzfarbstoff, 2,5 µl cDNA und 

2,5 µl Primerlösung. Vorwärts- und Rückwärts-Primer wurden zu gleichen Teilen in Wasser 

gelöst und mit einer Endkonzentration von 0,625 µM im Gesamtreaktionsvolumen eingesetzt. 
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Die Messungen der Proben erfolgten als Doppelbestimmung mit einer Konzentration von 

2,083 ng/µl cDNA. 

Die Reaktionsbedingungen für die qPCR und die Dissoziationskurve wurden entsprechend 

der Angaben im Herstellerprotokoll des Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG 

gewählt.  

 

Die für die qPCR verwendeten Primersequenzen wurden mit der Primer3Plus Software136 

und Primer-BLAST137 entworfen und auf ihre Spezifität geprüft (siehe Tabelle 6). Die 

Herstellung der Primer erfolgte durch InvitrogenTM (Life TechnologiesTM Corporation, 

Carlsbad, CA, USA).  

Die Auswertung wurde mit der StepOneTM Software Version 2.3 (Life TechnologiesTM 

Corporation, Carlsbad, CA, USA) durchgeführt. Die Analyse der Schmelzkurven der 

verschiedenen Primer erfolgte nach jeder Messung und Ansätze mit mehr als einem 

Maximum in der Schmelzkurve wurden von der weiteren Auswertung ausgeschlossen.  

Die Berechnung der relativen mRNA-Expression der Zielgene erfolgte gemäß der 

∆∆Cq-Methode und 18S als endogener Kontrolle.138 

 
Tabelle 6. In der qPCR verwendete Primersequenzen. 

Gen Vorwärts-Primer (5‘-3‘) Rückwärts-Primer (5‘-3‘) Literatur 
18S GCAATTATTCCCCATGAACG GGCCTCACTAAACCATCCAA 139 
Abca1 CTACCAACCTGCCCGTTCTA ATGCCGATGAAGAGGTTCAC  
Apoa1 TATGTGGATGCGGTCAAAGA CTGCAGCTGACTAACGGTTG 140 
Apoa2 GACGGACCGGATATGCAGAG AGCTGCTCGTGTGTCTTCTC  
Arg1 ATGGGCAACCTGTGTCCTTT TTCCCCAGGGTCTACGTCTC  
Arg2 GATGTGGAGCCTCCTGAACA CTCAGGTGGATTGGCCTCTG  
Icam1 TTCTCATGCCGCACAGAACT TCCTGGCCTCGGAGACATTA 141 
Lcat CTTCACCATCTGGCTGGATT GCCCAGAGCTGTGGTTGTAG  
Lpl TCGTCATCGAGAGGATCCGA ACACTGCTGAGTCCTTTCCC 142 
Scarb1 CACCCTTCATGACACCCGAA TGGCAAACAGAGTATCGGGG  
Sele CGAGACGCCATCATGCAAAG CCTGCAACGTGAAACTCTGC  
Vcam1 GTCACGGTCAAGTGTTTGGC TGTTCATGAGCTGGTCACCC  
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2.5 Protein- und Lipoproteinanalytik 

2.5.1 Bestimmung der Zytokine und Insulin im Plasma 

Für die Analysen der Zytokine und Adipokine im Plasma wurde eine Multiplex-Analyse 

durchgeführt.  

Die Konzentrationen von IL-1α, IL-1β, IL-3, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12 (p40), IL-12 (p70), IL-13, 

IL-17, Eotaxin, G-CSF, IFN-γ, KC, MCP-1, MIP-1α, MIP-1β, RANTES und TNF-α wurden mit 

dem Bio-Plex ProTM Mouse Cytokine 23-plex Assay gemessen. 

Die Messung der Plasmakonzentrationen von Insulin erfolgte mit dem Bio-Plex ProTM Mouse 

Diabetes 8-plex Assay. Die eingesetzten Testsysteme wurden von der Firma Bio-Rad 

Laboratories GmbH (München, Deutschland) bezogen. 

Für die Analyse wurden die Plasmaproben in einem Verhältnis von 1:4 verdünnt. Die 

Messung erfolgte in einem Bio-Plex® 200 suspension array System (Bio-Rad Laboratories 

GmbH, München, Deutschland) und die anschließende Auswertung wurde mit der Bio-Plex 

ManagerTM Software Version 6.0 (Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutschland) 

durchgeführt.  

Die Darstellung der Plasmakonzentrationen der Zytokine erfolgt als Vielfaches der 

Kontrolltiere. Die Darstellung der Plasmakonzentrationen von Insulin erfolgte als 

Absolutwerte. 

 

Die Durchführung der Analysen erfolgte durch Frau Dr. Sonja Hartwig und Herrn Dr. Stefan 

Lehr am Deutschen Diabetes-Zentrum, Düsseldorf. 

 

2.5.2 Bestimmung des Plasmacholesterins 

Die Konzentration von Cholesterin im Plasma wurde mit Hilfe des HDL and LDL/VLDL 

Quantification Colorimetric/Fluorometric Kit (BioVision, Inc., Milpitas, CA, USA) bestimmt. 

Dabei wurde das Gesamt-Cholesterin, sowie das HDL-C und LDL/VLDL-Cholesterin 

(LDL/VLDL-C) einzeln dargestellt. Die Angabe der Menge erfolgte in mg/dl. Die Analyse 

wurde entsprechend den Angaben des Herstellers durchgeführt.  
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2.6 Kalibrierte automatisierte Thrombographie 

Die Methode der kalibrierten automatisierten Thrombographie wurde für die Bestimmung des 

ETP in murinem und humanem Plasma verwendet.143, 144 Die Messungen erfolgten jeweils in 

plättchenarmem Plasma (PAP/platelet poor plasma PPP). 

 

2.6.1 Bestimmung in murinem Plasma 

Die konventionell erhältlichen Lösungen von PPP-Reagent, Thrombin Calibrator und FluCa-

Kit wurden von der Firma DIAGNOSTICA STAGO S.A.S (Asnières sur Seine, Frankreich) 

bezogen.  

Bei der Prüfung von direkten Effekten von Dapagliflozin wurde PAP vor Zugabe der 

Reagenzien mit 0,5 µM Dapagliflozin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) oder 

Dimethylsulfoxid (DMSO, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) als Kontrolle für 30 min bei 

33 °C vorinkubiert.  

Für die Bestimmung des ETP in murinem Plasma wurden die Reagenzien mit PBS verdünnt. 

Das PPP-Reagent wurde mit PBS verdünnt, um eine Konzentration von 5 pM Gewebefaktor 

zu erhalten. Die Verdünnung des Thrombin Calibrators wurde analog vorgenommen. Für 

einige Experimente wurden rekombinanter humaner Gewebefaktor (rhTF, Innovin®, Dade 

Behring, Deutschland) und negativ geladene Thrombozyten-Membranen verwendet.145 

In jedes Well wurden 15 µl PAP und 25 µl PPP-Reagent oder Thrombin Calibrator in der 

entsprechenden Verdünnung vorgelegt und für 10 min bei 33 °C inkubiert. Durch die Zugabe 

von 20 µl FluCa Puffer (FluoBuffer + FluCa Substrat) wurde die Reaktion gestartet. Die 

Messung erfolgte im Fluoroscan Ascent Plate Reader (Exzitation: 390 nm, Emission: 

460 nm, Thermo Fisher Labsystems, Finnland) in Dreifachbestimmung bei 33 °C für 90 min. 

Für die anschließende automatisierte Auswertung wurde die Thrombinoscope Analysis 

Software (Thrombinoscope BV, Maastricht, Niederlande) verwendet. Als Parameter wurden 

der Kurvenverlauf der Thrombinbildung, die Fläche unter der Kurve sowie die Absolutwerte 

für die Peakhöhe, die Zeit bis zum Peak, die Verzögerungszeit und der 

Geschwindigkeitsindex angegeben.  

 

2.6.2 Bestimmung in humanem Plasma 

Die Gewinnung von humanen Plasmaproben von gesunden Probanden wurde durch die 

zuständige Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf genehmigt 

(Studiennummer: 5789R).  
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Die venöse Blutentnahme erfolgte aus der Vena cubita mit Hilfe einer 21 G Kanüle (BD 

Vacutainer® Safety-LokTM). Das Blut wurde in Citrat-Röhrchen (2,7 ml, BD Vacutainer®) 

gesammelt. 

 

Die Gewinnung von humanem PAP erfolgte durch Zentrifugation bei 2000 x g für 10 min und 

anschließende Zentrifugation des Überstandes bei 10.000 x g für 10 min bei 

Raumtemperatur. Die Messungen in humanem PAP wurden mit unverdünnten 

Stammlösungen von PPPlow-Reagent und Thrombin Calibrator durchgeführt. Für jeden 

Ansatz wurden 80 µl PAP mit 20 µl des PPPlow-Reagents beziehungsweise des Thrombin 

Calibrators vermischt und ebenfalls nach Zugabe von 20 µl FluCa Puffer im Fluoroscan 

Ascent Plate Reader bei 37 °C für 45 min gemessen. 

Für die Untersuchung des Einflusses von HDL wurde das PAP vor Zugabe der Lösungen für 

30 min bei 37 °C mit 2 mg/ml HDL (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) vorinkubiert. Für die 

Kontrollmessungen wurde die gleiche Menge an Lösungsmittel (150 mM NaCl, 0,1 % EDTA; 

pH 7,4) zugegeben.  

Ebenfalls wurde der Einfluss von 0,5 µM Dapagliflozin auf das humane PAP durch 

Inkubation für 30 min bei 37 °C untersucht. Hier wurde als Kontrolle DMSO (Merck KGaA, 

Darmstadt, Deutschland) verwendet. 

Das Vorgehen bezüglich Messung, Auswertung und Darstellung der Ergebnisse erfolgte 

analog zum murinen PAP. 
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2.7 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung erfolgte mit GraphPad Prism Software Version 6.04 (GraphPad 

Software, Inc., San Diego, CA, USA). Die Darstellung der Daten erfolgt als Mittelwerte ± 

Standardfehler (S.E.M.).  

Der Vergleich zweier Datensätze wurde durch Anwendung des ungepaarten, zweiseitigen 

student’s t-test durchgeführt.  

Die Genexpressionsdaten wurden mit dem nicht-parametrischen Mann-Whitney test 

analysiert.  

Die Auswertung der direkten Effekte durch ex vivo Inkubation erfolgte durch Anwendung des 

gepaarten, zweiseitigen student’s t-test.  

Die Verläufe der Blutglukose im Glukosetoleranztest und die Gewichtszunahme über den 

Behandlungszeitraum wurden mit einer Two-way ANOVA und anschließendem Sidak’s 

multiple comparison test analysiert.  

Für die statistische Auswertung der Multiplexanalysen wurde der Kruskal-Wallis-Test (nicht 

gepaarte Datensätze) mit nachfolgendem Dunn’s multiple comparisons test durchgeführt.  

Ein Wert von P<0.05 wurde als signifikant angesehen. 
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3.  Ergebnisse 

Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten beschreiben die kardiovaskulären Effekte 

einer Hemmung des SGLT2 mit Dapagliflozin in einem Mausmodell, welches eine 

akzelerierte Atherosklerose durch die genetische Deletion des Ldlr aufweist und zusätzlich 

durch eine diätinduzierte Insulinresistenz charakterisiert ist. 

 

3.1 Diabetogene Diät 

Im folgenden Abschnitt wird der Einfluss der verwendeten DD auf verschiedene Parameter 

beschrieben, um das genutzte Mausmodell zu charakterisieren.  

 

3.1.1 Körpergewicht und Glukosetoleranz 

Die in dieser Arbeit untersuchten Effekte von Dapagliflozin sollen im Rahmen der klinischen 

Anwendung bei DMT2 untersucht werden. Daher wurde zunächst gezeigt, dass sich dieses 

Modell eignet, um durch die diabetogene Diät eine Adipositas und eine gestörte 

Glukosetoleranz zu induzieren. 

 

Beim Vergleich von Ldlr-/- Mäusen, die oben beschriebene DD erhielten und Standard-Diät 

(SD)-gefütterten Mäusen zeigt sich eine signifikante Gewichtszunahme durch die Fütterung 

der DD nach 7 Wochen und 8 Wochen (Abbildung 13 A). Die vergleichende Untersuchung 

der Körperfettmasse nach 8-wöchiger Fütterung zeigt ebenfalls eine signifikant erhöhte 

Körperfettmasse in den DD-gefütterten Mäusen (Abbildung 13 B). 
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Abbildung 13. Diabetogene Diät induziert Adipositas in Ldlr-/--Mäusen.  
A Darstellung des absoluten Körpergewichtes im Verlauf der Fütterung mit diabetogener Diät und 
Standard-Diät in männlichen Ldlr-/- Mäusen; n=4,13. B Prozentuale Körperfettmasse 16 Wochen alter 
Tiere beider Fütterungsgruppen; n=4,19. Dargestellt sind Mittelwerte ± S.E.M., Signifikanzen 
berechnet mit A 2way ANOVA, B unpaired student’s t-test: *P<0,05/****P<0,0001 versus 
Standard-Diät. 

 
Nach einer Fütterungszeit von 8 Wochen wurde ein oraler Glukosetoleranztest durchgeführt, 

um den Einfluss der DD auf die Glukosetoleranz zu untersuchen. Bereits die nach einer 

Fastenzeit von 6 h bestimmten Werte für die Nüchternblutglukose waren signifikant erhöht in 

den Tieren, die mit der DD gefüttert wurden im Vergleich zu den Kontrolltieren mit SD 

(Abbildung 14 A). Nach oraler Applikation von Glukose zeigten sich ebenfalls deutlich höhere 

Werte für die Fläche unter der Kurve bei den DD-gefütterten Tieren, welche auf eine 

schlechtere Verstoffwechselung der Glukose hindeuten (Abbildung 14 B, C).  
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Abbildung 14. Diabetogene Diät verschlechtert die Glukosetoleranz. 
A Blutglukose nach einer Fastendauer von 6 h in 16 Wochen alten Mäusen beider Fütterungsgruppen; 
n=3,6. B Kurvenverlauf der Blutglukose über 120 min nach oraler Applikation von Glukoselösung; 
n=3,6. C Errechnete Fläche unter der Kurve der Verlaufskurven der Glukosekonzentration im Blut; 
n=3,6. Dargestellt sind Mittelwerte ± S.E.M., Signifikanzen berechnet mit A, C unpaired student’s 
t-test, B 2way ANOVA: *P<0,05/**P<0,01/***P<0,001 versus Standard-Diät.  

 

3.1.2 CD62P-Expression und Thrombinpotential 

Für die Bewertung der Effekte von Dapagliflozin auf kardiovaskuläre Risikoparameter 

wurden auch die Expression von CD62P als Thrombozyten-Aktivierungsmarker und die 

Bestimmung des Thrombinpotentials im Plasma als Hinweis auf die Aktivität von Thrombin 

untersucht.  

Zunächst konnte gezeigt werden, dass durch Fütterung der DD die CD62P-Expression der 

Thrombozyten höher war als in Kontrolltieren mit SD (Abbildung 15 A).  

Die Analyse des ETP im plättchenarmen Plasma von Tieren beider Fütterungsgruppen 

zeigte, dass nach Fütterung der DD das ETP signifikant erhöht war (Abbildung 15 B).  
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Abbildung 15. Diabetogene Diät erhöht die CD62P-Expression auf Thrombozyten und das 
endogene Thrombinpotential. 
A Expression von CD62P auf murinen Thrombozyten in 33 Wochen alten Mäusen beider 
Fütterungsgruppen; n=6,14. B Endogenes Thrombinpotential (ETP) in 33 Wochen alten Mäusen 
beider Fütterungsgruppen; n=4,6. Dargestellt sind Mittelwerte ± S.E.M., Signifikanzen berechnet mit 
unpaired student’s t-test: *P<0,05 versus Standard-Diät.  
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3.2 Metabolische Parameter und Blutdruck 

Dapagliflozin wird in der Behandlung des DMT2 zur Senkung der Blutglukose eingesetzt. In 

klinischen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass auch andere Parameter wie 

Körpergewicht oder Blutdruck durch die Therapie mit Dapagliflozin beeinflusst werden 

können.146, 147 Aus diesem Grund wurde untersucht, welche Effekte die in dieser Studie 

eingesetzte Dosierung von Dapagliflozin auf die metabolischen Parameter in den 

behandelten Tieren zeigt, da diese Mechanismen sich auch auf die Entwicklung der 

Atherosklerose auswirken können.  

 

3.2.1 Glukosetoleranz und Insulinresistenz 

Um die Wirkung von Dapagliflozin auf die Glukosetoleranz zu bestimmen, wurde nach 

8-wöchiger Behandlung ein oraler Glukosetoleranztest durchgeführt.  

 

Zunächst wurde die Nüchternblutglukose nach einer 6-stündigen Fastenzeit bestimmt. Hier 

konnte kein Einfluss von Dapagliflozin festgestellt werden (Abbildung 16 A). Der Verlauf der 

Blutglukosespiegel nach oraler Gabe von Glukose wurde als Zeitverlauf sowie als 

berechnete Fläche unter der Kurve dargestellt. Während sich im Verlauf der 

Blutglukosewerte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen zeigten, konnte 

bei Betrachtung der Fläche unter der Kurve eine Reduktion durch Dapagliflozin detektiert 

werden (Abbildung 16 B, C). 

Die Messung der Plasmainsulinspiegel nach 8-wöchiger Behandlung zeigte eine reduzierte 

Plasmakonzentration an Insulin durch die Applikation von Dapagliflozin (Abbildung 16 D). 
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Abbildung 16. Dapagliflozin verbessert die Glukosetoleranz. 
A Darstellung der Nüchternblutglukose in 16 Wochen alten Mäusen; n=6,6. B Glukosekonzentration 
im Blut  über 120 min nach oraler Applikation von Glukoselösung; n=6,6. C Errechnete Fläche unter 
der Kurve des oralen Glukosetoleranztestes in 16 Wochen alten Mäusen; n=6,6. D Konzentration von 
Insulin im Plasma in 16 Wochen alten Mäusen; n=4,4. Dargestellt sind Mittelwerte ± S.E.M., 
Signifikanzen berechnet mit A, C, D unpaired student’s t-test, B 2way ANOVA : *P<0,05 versus 
Kontrolle.  
 
 

3.2.2 Körpergewicht und Körperfettgehalt 

Das Körpergewicht der Tiere wurde über den gesamten Behandlungszeitraum wöchentlich 

dokumentiert. Durch die Fütterung mit der hochkalorischen Diät kam es in beiden 

Behandlungsgruppen zu einem Anstieg des Körpergewichtes bezogen auf das 

Ausgangsgewicht zu Beginn der Behandlung.  

 

Ein Einfluss der Behandlung mit Dapagliflozin auf das Körpergewicht konnte zu keinem 

Zeitpunkt beobachtet werden (Abbildung 17 A).  

 

Die Analyse von Körperfettmasse und BMI zum frühen Untersuchungszeitpunkt nach einer 

Behandlung von 8 Wochen zeigte eine Reduktion der Körperfettmasse in den mit 

Dapagliflozin behandelten Tieren, jedoch keinen Unterschied im BMI zwischen den 

Behandlungsgruppen (Abbildung 17 B, C). 
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Nach 25-wöchiger Behandlung konnte kein Unterschied für die Körperfettmasse und den 

BMI zwischen den Behandlungsgruppen detektiert werden (Abbildung 17 D, E).  

 

 
Abbildung 17. Dapagliflozin zeigt keinen Effekt auf das Körpergewicht.  
A Darstellung des absoluten Körpergewichtes im Gramm und Gewichtszunahme über den 
Behandlungsverlauf; n=14,19. B Körperfettmasse und C Body-Mass-Index (BMI) der Tiere zum 
Untersuchungszeitpunkt im Alter von 16 Wochen; B n=14,19, C n=8,5; und D, E im Alter von 
33 Wochen; D n=8,10, E n=10,10. Dargestellt sind Mittelwerte ± S.E.M., Signifikanzen berechnet mit A 
2way ANOVA, B-E unpaired student’s t-test: **P>0,01 versus Kontrolle. 
 

 

3.2.3 Blutdruck und Herzfrequenz 

Die Messung des systolischen und des diastolischen Blutdruckes wurde zu beiden 

Untersuchungszeitpunkten in den Behandlungsgruppen durchgeführt. Hierfür wurde eine 

nicht-invasive Methode angewendet, die zunächst eine Eingewöhnung der Mäuse erforderte. 

Die Messwerte wurden dann aus den Mittelwerten von 3 Messtagen ermittelt.  
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Zu beiden Behandlungszeitpunkten konnte kein Einfluss von Dapagliflozin auf den 

systolischen oder diastolischen Blutdruck ermittelt werden (Abbildung 18 A, B). 

Die Messung der Herzfrequenz war zu beiden Untersuchungszeitpunkten nicht 

unterschiedlich zwischen den Behandlungsgruppen (Abbildung 18 A, B). 

 

 
Abbildung 18. Dapagliflozin zeigt keinen Einfluss auf Blutdruck und Herzfrequenz.  
Der Blutdruck der Tiere wurde zu beiden Untersuchungszeitpunkten nicht-invasiv gemessen. Aus 90 
Messungen an 3 Tagen wurde ein Mittelwert für den systolischen Blutdruck, den diastolischen 
Blutdruck und die Herzfrequenz für jedes Tier bestimmt. Dargestellt sind die Werte für A 8 Wochen 
behandelte; n=8,7, und B 25 Wochen behandelte Tiere; n=6,6. Dargestellt sind Mittelwerte ± S.E.M.. 
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3.3 Atherosklerose 

Die Atherosklerose ist maßgeblich an der Entstehung kardiovaskulärer Ereignisse 

beteiligt.148 Aus diesem Grund wurde für die Untersuchung des Einflusses einer Behandlung 

mit Dapagliflozin auf kardiovaskuläre Risikoparameter zunächst das Ausmaß 

atherosklerotischer Läsionen in der Aorta bestimmt.  

 

3.3.1 Plaquescore Aorta 

Die Behandlung der Tiere mit Dapagliflozin erfolgte durch Beimischung der Substanz in das 

Futter. Ab einem Alter von 8 Wochen wurden die Tiere mit dem Dapagliflozin-Futter 

beziehungsweise einem Kontrollfutter ohne Zusatz der Substanz gefüttert und in einem 

Endalter von 16 Wochen und 33 Wochen wurde die Aorta entnommen und untersucht. 

 

Die Analyse des aortalen Plaquebesatzes erfolgte durch Lipidanfärbung mit ÖRO. Die 

Fütterung der Ldlr-defizienten Mäuse mit der DD resultierte über den Behandlungsverlauf in 

der Bildung atherosklerotischer Läsionen (Abbildung 19). 

 

Der Vergleich der beiden Behandlungsgruppen im Alter von 16 Wochen zeigt keinen 

Unterschied durch die Behandlung mit Dapagliflozin auf die Atherosklerose. Während in der 

gesamten Aorta noch ein Trend zu einem verringerten Plaque Score erkannt werden konnte 

(Abbildung 19 A, B), war in den Aortenklappen im Aortenursprung kein Unterschied zwischen 

dem Ausmaß der atherosklerotischen Läsionen zu erkennen (Abbildung 19 C, D). Zu diesem 

frühen Zeitpunkt war der aortale Plaquebesatz jedoch erst gering ausgeprägt. 

 

Die atherosklerotischen Läsionen entwickeln sich mit der Zeit und es konnte gezeigt werden, 

dass ein Lebensalter von 16 Wochen beziehungsweise eine Fütterung mit DD von 8 Wochen 

zunächst in einer Entwicklung kleiner, noch nicht ausgeprägter, atherosklerotischer Läsionen 

resultierte (Abbildung 19). Aus diesem Grund wurde ein weiterer, späterer 

Behandlungszeitpunkt nach 25 Wochen Fütterung analysiert.  
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Abbildung 19. Dapagliflozin hat zum frühen Zeitpunkt keinen Einfluss auf atherosklerotische 
Läsionen.  
A Quantifizierung der mit Öl-Rot-O-angefärbten Lipideinlagerungen in Aorten von Tieren beider 
Behandlungsgruppen zum Untersuchungszeitpunkt im Alter von 16 Wochen und B repräsentative 
Aufnahmen der jeweiligen Gesamtaorta, n=7,5. C Die Quantifizierung erfolgte als Anteil der Summe 
der atherosklerotischen Plaques in den Aortenklappen an der Gesamtfläche des Ursprunges 16 
Wochen alter Tiere, die für 8 Wochen diabetogene Diät mit oder ohne Zusatz von Dapagliflozin 
erhielten. D Gezeigt sind repräsentative Bilder H&E gefärbter Aortenklappen, n=10,10. Die 
Maßstabsbalken entsprechen 100 µm. Dargestellt sind Mittelwerte ± S.E.M.. 
 

Bei der vergleichenden Betrachtung der Plaque Scores zu beiden Untersuchungszeitpunkten 

ist bei Betrachtung der mit DD gefütterten Kontrolltiere zu erkennen, dass im Alter von 

16 Wochen die anteilige Plaquefläche etwa 0,2 % betrug, während im Alter von 33 Wochen 

diese auf 6,54 % angestiegen war (Abbildung 19 und 20). 

 

Die Analyse des Plaque Scores der gesamten Aorta ergab eine signifikante Minderung der 

atherosklerotischen Läsionen nach Behandlung mit Dapagliflozin für 25 Wochen [Kontrolle 

6.54 ± 0.93 % vs. Dapagliflozin 3.67 ± 0.92 %] (Abbildung 20 A, B). 
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Abbildung 20. Dapagliflozin reduziert atherosklerotische Läsionen in der Aorta.  
A Quantifizierung der anteiligen Fläche der Lipideinlagerungen bezogen auf die jeweilige 
Gesamtfläche der Aorta und B exemplarische Abbildungen der Öl-Rot-O-gefärbten Aorten von beiden 
Behandlungsgruppen, n=10,10. Dargestellt sind Mittwerte ± S.E.M., Signifikanzen berechnet mit 
unpaired student’s t-test: *P<0,05 versus Kontrolle. 
 

Der aortale Plaque Score wurde anschließend in den verschiedenen Abschnitten der Aorta 

analysiert. Die Unterschiede, die auch in der Gesamtaorta gezeigt werden konnten, wurden 

vor allem durch die Betrachtung des Aortenbogens und des thorakalen Anteils der Aorta 

widergespiegelt (Abbildung 21 A, B). Im abdominalen Teil konnte kein signifikanter 

Unterschied zwischen den beiden Gruppen im Hinblick auf atherosklerotische Läsionen nach 

Behandlung mit Dapagliflozin festgestellt werden (Abbildung 21 C). Insgesamt konnte 

gezeigt werden, dass der Aortenbogen, aufgrund der hier vorliegenden Turbulenzen des 

Blutstromes, den größten Anteil an atherosklerotischen Läsionen vorweist (Abbildung 21).  

 

 
Abbildung 21. Dapagliflozin reduziert atherosklerotische Plaques besonders in der thorakalen 
Aorta.  
Die Fläche der Öl-Rot-O-angefärbten Lipide wurde für die einzelnen Bereiche der Aorta quantifiziert. 
Die thorakale Aorta ist definiert als Abschnitt oberhalb den Abgängen der Nierenarterien, die 
abdominale Aorta als Abschnitt unterhalb der Abgänge der Nierenarterien. Dargestellt ist der 
atherosklerotische Plaquebesatz im A Aortenbogen, B der thorakalen Aorta und C dem abdominalen 
Teil der Aorta analysiert zum Untersuchungszeitpunkt im Alter von 33 Wochen; n=10,10. Dargestellt 
sind Mittwerte ± S.E.M., Signifikanzen berechnet mit unpaired student’s t-test: *P<0,05 versus 
Kontrolle. 
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Zusätzlich wurde eine Bestimmung der Größe der Plaques im Aortenursprung durchgeführt. 

Hierzu wurde die Gesamtfläche des Ursprunges gemessen und die anteilige Fläche der 

Plaques in den Aortenklappen an der gesamten Fläche des Aortenursprunges berechnet. 

Hier zeigte sich ebenfalls eine signifikant geringere Plaquefläche in den 33 Wochen alten 

Tieren, die mit Dapagliflozin behandelt wurden im Vergleich zu der Kontrollgruppe 

(Abbildung 22 A, B). 

 

 
Abbildung 22. Dapagliflozin reduziert die Plaquefläche in den Aortenklappen im 
Aortenursprung.  
A Die Quantifizierung erfolgte als anteilige Fläche der atherosklerotischen Plaques in den drei 
Aortenklappen an der Gesamtfläche des Ursprunges. B Repräsentative Bilder einer H&E gefärbten 
Aortenklappe im Ursprung mit atherosklerotischen Plaques, n=9,12. Die Maßstabsbalken entsprechen 
100 µm. Dargestellt sind Mittelwerte ± S.E.M., Signifikanzen berechnet mit unpaired student’s t-test: 
*P<0,05 versus Kontrolle.  
 

3.3.2 Immunzellen 

Immunzellen spielen eine wichtige Rolle bei der Entstehung und Entwicklung der 

Atherosklerose.27 Aus diesem Grund wurden die Makrophagen im Aortenursprung 

immunhistochemisch untersucht und eine detaillierte Analyse der unterschiedlichen 

Immunzelltypen in der gesamten Aorta durchflusszytometrisch vorgenommen. 

 

Die Analyse der Makrophagen in den atherosklerotischen Läsionen ergab zum frühen 

Behandlungszeitpunkt nach 8 Wochen Fütterung keinen Unterschied zwischen den 

verschiedenen Behandlungsgruppen (Abbildung 23 A, B).  
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Abbildung 23. Dapagliflozin hat keinen Einfluss auf Makrophageninfiltration zum frühen 
Zeitpunkt.  
A Quantifizierung der Mac2-positiv gefärbten Fläche in den atherosklerotischen Läsionen im 
Aortenursprung 16 Wochen alter Tiere beider Behandlungsgruppen und B exemplarische Aufnahmen 
der Plaques im Aortenursprung, n=10,10. Die Maßstabsbalken entsprechen 100 µm. Dargestellt sind 
die Mittelwerte ± S.E.M..  
 

Der Anteil an Makrophagen in den atherosklerotischen Läsionen im Aortenursprung der 

33 Wochen alten Mäuse wurde immunhistochemisch anhand einer Färbung von Mac2 

bestimmt. Die Behandlung mit Dapagliflozin reduzierte signifikant die Menge an 

Makrophagen im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 24 A, B).  

 

 
Abbildung 24. Dapagliflozin reduziert Gehalt von Makrophagen in Plaques.  
A Quantifizierung der positiv gefärbten Fläche und B exemplarische Aufnahmen der Mac-2 Färbung in 
den atherosklerotischen Plaques im Aortenursprung von 33 Wochen alten Tieren; n=9,10. Die 
Maßstabsbalken entsprechen 100 µm. Dargestellt sind die Mittelwerte ± S.E.M., Signifikanzen 
berechnet mit unpaired student’s t-test: *P<0,05 versus Kontrolle.  
 

Zusätzlich wurden die Immunzellen in der gesamten Aorta durchflusszytometrisch 

untersucht. Durch den Einsatz spezifischer Fluorophor-gekoppelter Antikörper wurden 

Leukozyten (CD45+), Makrophagen (CD45+CD11b+F4/80+) und T-Lymphozyten 

(CD45+CD3+) identifiziert und quantifiziert. Der Gehalt an B-Lymphozyten (CD45+CD19+) in 

der Aortenwand wurde nicht quantifiziert, da insgesamt nur sehr wenige Zellen detektiert 

werden konnten.  
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Die Behandlung mit Dapagliflozin führte zu einer reduzierten Anzahl an Leukozyten in 

33 Wochen alten Mäusen im Vergleich zu Tieren der Kontrollgruppe (Abbildung 25 A, B).  

 

 
Abbildung 25. Dapagliflozin reduziert Anzahl von Immunzellen in der Aorta. 
A Darstellung der absoluten Zellzahlen von Leukozyten (CD45

+
) pro Aorta und B exemplarische 

durchflusszytometrische Plots für die Detektion der Leukozyten (CD45
+
) in der Aorta; n=12,10. 

Dargestellt sind Mittelwerte ± S.E.M., Signifikanzen berechnet mit unpaired student’s t-test: *P<0,05 
versus Kontrolle.  
 

Die Anzahl an Makrophagen und T-Lymphozyten war ebenfalls signifikant geringer in den mit 

Dapagliflozin-behandelten Tieren (Abbildung 26 A-D).  
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Abbildung 26. Reduzierte Anzahl von Makrophagen und T-Lymphozyten in der Aortenwand  
nach Behandlung mit Dapagliflozin.  
A Quantifizierung der Makrophagenpopulationen (CD45

+
CD11b

+
F4/80

+
) und B entsprechende 

repräsentative Plots von 33 Wochen alten Tieren beider Behandlungsgruppen; n=12,10. C Analyse 
der Lymphozyten und Auswertung der Gesamtzahlen an T-Lymphozyten in der Aorta und D 
repräsentative durchflusszytometrische Plots von 33 Wochen alten Tieren beider 
Behandlungsgruppen; n=12,10. Dargestellt sind Mittelwerte ± S.E.M., Signifikanzen berechnet mit 
unpaired student’s t-test: *P<0,05 versus Kontrolle.  
 

3.3.3 Genexpression Aorta 

Um weitere Hinweise auf zugrundeliegende mechanistische Vorgänge zu erlangen, wurde 

eine Genexpressionsanalyse in den Aorten der Tiere durchgeführt, die für 25 Wochen mit 

DD und Dapagliflozin oder DD alleine behandelt wurden. Die aortale Genexpression von 

Arginase1 mRNA war durch die Behandlung mit Dapagliflozin signifikant reduziert 

(Abbildung 27 A). Die Arginase2 mRNA Expression, wie auch die Genexpression 

verschiedener Adhäsionsmoleküle wie E-Selektin, intercellular adhesion molecule1 (Icam1) 

oder vascular cell adhesion molecule1 (Vcam1) war nicht unterschiedlich zwischen den 

beiden Behandlungsgruppen in 33 Wochen alten Tieren (Abbildung 27 B-E).  
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Abbildung 27. Dapagliflozin hemmt aortale Expression von Arginase1. 
Expression verschiedener Gene in der Aorta von 33 Wochen alten Tieren beider 
Behandlungsgruppen, n=5,7. A Arg1 Arginase1, B Arg2 Arginase2, C Sele E-Selektin, D Icam1 
intercellular adhesion molecule 1, E Vcam1 vascular cell adhesion molecule 1. Dargestellt sind 
Mittelwerte ± S.E.M., Signifikanzen berechnet mit Mann-Whitney-Test: *P<0,05 versus Kontrolle.  
 

In weiteren Experimenten soll nun untersucht werden, über welche zugrundeliegenden 

Mechanismen Dapagliflozin an der verringerten Entwicklung atherosklerotischer Läsionen 

beteiligt ist.  
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3.3.4 Plaquekomposition 

Der Gehalt an verschiedenen Bestandteilen der extrazellulären Matrix wurde in 5 µm dünnen 

Paraffinschnitten des Aortenursprunges von 33 Wochen alten Tieren immunhistochemisch 

untersucht.  

 

Die Analyse der Plaques hat gezeigt, dass die Behandlung mit Dapagliflozin zu einem 

reduzierten Gehalt von α-Glattmuskelaktin führt (Abbildung 28 A, B).  

 

 
Abbildung 28. Dapagliflozin reduziert Menge an glatten Muskelzellen in atherosklerotischen 
Läsionen.  
A Immunhistochemische Detektion von α-Glattmuskelaktin zur Identifizierung von glatten Muskelzellen 
in der atherosklerotischen Läsionen von 33 Wochen alten Tieren im Aortenursprung sowie B 
repräsentative Bilder; n=8,12. Die Maßstabsbalken entsprechen 100 µm. Dargestellt sind 
Mittelwerte ± S.E.M., Signifikanzen berechnet mit unpaired student’s t-test: **P<0,01 versus Kontrolle.  
 

In der vorliegenden Studie ist der Anteil von Biglykan in den atherosklerotischen Läsionen 

nach Behandlung mit Dapagliflozin im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant reduziert 

(Abbildung 29 A, B).  

Das Glykosaminoglykan Hyaluronsäure ist ebenfalls in geringerer Menge in den Plaques der 

mit Dapagliflozin behandelten Tiere zu detektieren (Abbildung 29 C, D). 
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Abbildung 29. Dapagliflozin reduziert Gehalt an Molekülen der Extrazellulärmatrix im 
Aortenursprung.  
A Immunhistochemische Detektion des Proteoglykans Biglykan und B Darstellung repräsentativer 
Aufnahmen; n=9,10. C Analyse der Hyaluronsäure mit einem Hyaluronsäure-bindenden Protein und D 
exemplarische Aufnahmen angefärbter atherosklerotischer Läsionen im Aortenursprung; n=9,10. Die 
Plaquekomposition wurde in 33 Wochen alten Tieren untersucht. Die Maßstabsbalken entsprechen 
100 µm. Dargestellt sind Mittelwerte ± S.E.M., Signifikanzen berechnet mit unpaired student’s t-test: 
*P<0,05/**P<0,01 versus Kontrolle.  
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3.4 Zirkulierende Immunzellen und Zytokine 

Die Beteiligung von inflammatorischen Vorgängen an der Entstehung atherosklerotischer 

Läsionen ist bekannt und daher kann eine Modulation der Immunzellpopulationen oder 

Veränderungen im Sekretionsprofil von Zytokinen oder Chemokinen zu veränderten 

inflammatorischen Vorgängen führen, die sich auch auf die Atherosklerose auswirken 

können.149 Aus diesem Grund wurde in den Mäusen eine Analyse der zirkulierenden 

Immunzellen und des Zytokinsekretionsprofiles durchgeführt.  

 

3.4.1 Zirkulierende Immunzellen 

Mit Hilfe der durchflusszytometrischen Analyse wurden die zirkulierenden Immunzellen im 

Blut der Tiere zu beiden Behandlungszeitpunkten untersucht.  

Hier konnte gezeigt werden, dass die Zahl der Leukozyten innerhalb der 

Behandlungsgruppen zu beiden Zeitpunkten keine Unterschiede zeigte. Insgesamt war die 

Zahl der Leukozyten zum späten Zeitpunkt etwas höher als zum frühen Zeitpunkt 

(Abbildung 30 A). 

Für die Analyse der verschiedenen Subpopulationen der Immunzellen konnten zu keinem 

Zeitpunkt Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen festgestellt werden 

(Abbildung 30 B-F).  
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Abbildung 30. Dapagliflozin hat keinen Einfluss auf die Anzahl der zirkulierenden Immunzellen. 
Immunzellpopulationen von A Leukozyten [CD45+], B Lymphozyten [B-Lymphozyten (CD45+CD19+)/ 
T-Lymphozyten (CD45+CD3+)], C neutrophilen Granulozyten [CD11b+Ly6G+] und D Monozyten 
[CD11b+CD115+], sowie E Ly6C+ und F Ly6C- Monozyten in Mäusen beider Behandlungsgruppen zu 
beiden Untersuchungszeitpunkten; n=10,11,9,9. Dargestellt sind Mittelwerte ± S.E.M.. 
 

3.4.2 Zirkulierende Chemokine und Zytokine 

Um einen immunologischen Phänotyp, der durch die Behandlung mit Dapagliflozin 

resultieren könnte, zu detektieren, wurde neben der Analyse der zirkulierenden Immunzellen 

auch die Konzentration verschiedener Zytokine und Chemokine zu beiden 

Behandlungszeitpunkten im Plasma der Tiere bestimmt.  
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Diese Messungen wurden von Frau Dr. Sonja Hartwig und Herrn Dr. Stefan Lehr am 

Deutschen Diabetes-Zentrum, Düsseldorf, durchgeführt.  

 

Hier zeigten sich bei Betrachtung verschiedener proinflammatorischer und 

antiinflammatorischer Signalmoleküle keine Unterschiede zwischen den 

Behandlungsgruppen zu beiden Untersuchungszeitpunkten (Abbildung 31 A, B).  

 

 
Abbildung 31. Zytokinsekretionsprofil wird durch die Behandlung mit Dapagliflozin nicht 
verändert.  
Eine Multiplexanalyse von Zytokinen und Chemokinen wurde zu beiden Untersuchungszeitpunkten 
durchgeführt. Zytokin- und Chemokinsekretionsprofil in A 16 Wochen  und B 33 Wochen alten 
Mäusen beider Behandlungsgruppen; A n=4, B n=5-8. IL-1α Interleukin-1α, IL-1β Interleukin-1β, IL-3 
Interleukin-3, IL-5 Interleukin-5, IL-6 Interleukin-6, IL-10 Interleukin-10, IL-12 (p40) Interleukin-12 
(p40), IL-12 (p70) Interleukin-12 (p70), IL-13 Interleukin-13, IL-17 Interleukin-17, Eotaxin, G-CSF 
Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor, IFN-γ Interferon-γ, KC CXCL1, MCP-1 Monocyte 
Chemoattractant Protein-1, MIP-1α Makrophage Inflammatory Protein-1α, MIP-1β Makrophage 
Inflammatory Protein-1β, RANTES Regulated Upon Activation, Normally T-Expressed, And 
Presumably Secreted, TNF-α Tumornekrosefaktor-α. Dargestellt sind Mittelwerte ± S.E.M.. 
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3.5 Thrombingenerierung und Thrombozytenaktivierung 

Die Serinprotease Thrombin ist an der Pathogenese der Atherosklerose beteiligt.150 Daher 

wurden im Folgenden die Effekte von Dapagliflozin auf die Generierung und Aktivität von 

Thrombin untersucht. Ebenso sind aktivierte Thrombozyten wichtig für die Vermittlung der 

Adhäsion von Immunzellen an das Gefäßendothel. Ein erhöhter Aktivierungsstatus der 

Thrombozyten kann das Fortschreiten der Atherosklerose begünstigen.151 Aus diesem Grund 

wurden auch die Thrombozyten hinsichtlich ihres Aktivierungsstatus durch Analyse der 

CD62P- und CD41/61-Expression untersucht.  

 

3.5.1 Thrombozytenzahl und Hämatokrit 

Zunächst wurde in Vollblut, welches mit EDTA antikoaguliert war, eine Analyse des 

Hämatokrits, der Thrombozytenzahl und des mittleren Thrombozytenvolumens durchgeführt.  

 

Diese Parameter waren durch die Behandlung mit Dapagliflozin nicht unterschiedlich 

zwischen den Behandlungsgruppen in 33 Wochen alten Tieren (Abbildung 32 A-C).  

 

 
Abbildung 32. Dapagliflozin hat keinen Einfluss auf Hämatokrit und Thrombozytenzahl. 
Darstellung von A Hämatokrit, B Gesamtzahl der Thrombozyten und C mittlerem 
Thrombozytenvolumen im Blut 33 Wochen alter Mäuse beider Behandlungsgruppen, n=5,8. 
Dargestellt sind Mittelwerte ± S.E.M.. 
 

3.5.2 Thrombinpotential 

Die Analyse des ETP erfolgte mit Hilfe der CAT (Calibrated automated thrombogram)- 

Methode in plättchenarmem Plasma zum Untersuchungszeitpunkt nach 25-wöchiger 

Behandlung. 
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Die Behandlung mit Dapagliflozin resultierte in einer signifikant reduzierten Thrombinbildung 

(Abbildung 33 A, B). Die maximale Thrombinmenge war ebenfalls deutlich reduziert 

(Abbildung 33 C). Bezüglich der Kinetik war der Geschwindigkeitsindex der Thrombinbildung 

durch die Behandlung mit Dapagliflozin erniedrigt (Abbildung 33 D), während die 

Verzögerungszeit und die Zeit bis zum Peak nicht beeinflusst wurden (Abbildung 33 E, F).  

 

 
Abbildung 33. Erniedrigtes endogenes Thrombinpotential durch Behandlung mit Dapagliflozin. 
Die Messung der Thrombingenerierung wurde mit der kalibrierten automatischen Thrombographie 
durchgeführt. A Zeitverlauf der Thrombinbildung im plättchenarmen Plasma in 33 Wochen alten 
Mäusen beider Behandlungsgruppen. B Berechnung des endogenen Thrombinpotentiales als Fläche 
unter der Kurve (ETP) und Darstellung kinetischer Parameter: C Peakhöhe, D Geschwindigkeitsindex, 
E Verzögerungszeit, F Zeit bis Peak, n=5,7. Dargestellt sind Mittelwerte ± S.E.M., Signifikanzen 
berechnet mit unpaired student’s t-test: *P<0,05/**P<0,01 versus Kontrolle. 
 

Für die Detektion direkter Effekte von Dapagliflozin auf die Bildung von Thrombin wurde eine 

ex vivo Inkubation von plättchenarmem Plasma mit Dapagliflozin (0,5 µM) für 30 min bei 

33 °C mit anschließender Messung der Proben durchgeführt. 

Direkt konnte kein Einfluss von Dapagliflozin auf die Bildung von Thrombin oder 

verschiedene kinetische Parameter nachgewiesen werden (Abbildung 34 A-F). 
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Abbildung 34. Dapagliflozin hat keinen direkten Einfluss auf das endogene Thrombinpotential.  
Vor Bestimmung des endogenen Thrombinpotentials (ETP) wurde das murine Plasma für 30 min 
Dapagliflozin (0,5 µM) ex vivo bei 33°C vorinkubiert. A Zeitverlauf der Thrombinbildung, B Berechnung 
des ETP als Fläche unter der Kurve und Darstellung kinetischer Parameter: C Peakhöhe, D 
Geschwindigkeitsindex, E Verzögerungszeit, F Zeit bis Peak, n=11,11. Dargestellt sind 
Mittelwerte ± S.E.M. 
 

3.5.3 CD62P- und CD41/61-Expression 

Die Oberflächen-Expression der Thrombozytenaktivierungsmarker CD41/61 

(Glykoprotein IIbIIIa) und CD62P (P-Selektin) kann einen Hinweis auf einen präaktivierten 

Status und die Aggregationsfähigkeit der Thrombozyten geben. Aus diesem Grund wurden 

mittels durchflusszytometrischer Analyse die CD62P- und CD41/61-Expression auf 

Thrombozyten beider Behandlungsgruppen untersucht.  

 

Die Analyse der Expression von CD41/61 ergab keine Änderung durch die Behandlung mit 

Dapagliflozin auf ruhenden oder stimulierten Thrombozyten (Abbildung 35 A-D).  
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Abbildung 35. CD41/61-Expression auf Thrombozyten wird nicht beeinflusst durch 
Dapagliflozin. 
A Quantifizierung der Expression von CD41/61 (Glykoprotein IIbIIIa) auf unstimulierten Thrombozyten 
in 33 Wochen alten Mäusen; n=6,6. B Darstellung von durchflusszytometrischen Plots. C, D 
Expression von CD41/61 auf murinen Thrombozyten nach Stimulation mit collagen related peptide 
(CRP, 5 µg/ml); n=6,6. Dargestellt sind Mittelwerte ± S.E.M.. 
 

Zunächst konnte festgestellt werden, dass durch die Fütterung der hochkalorischen Diät und 

das Fortschreiten der Atherosklerose eine vermehrte Aktivität der Thrombozyten 

charakterisiert durch erhöhte CD62P-Expression nach 25-wöchiger Behandlung im Vergleich 

zum Status nach 8-wöchiger Behandlung zu erkennen war (Abbildung 36 A-D). 

Bereits nach 8-wöchiger Behandlung war eine geringere CD62P-Expression auf den 

unstimulierten Thrombozyten der Dapagliflozin-Gruppe erkennbar (Abbildung 36 A, B).  

Zum späten Untersuchungszeitpunkt war die Expression von CD62P auf unstimulierten 

Thrombozyten ebenfalls durch die Behandlung mit Dapagliflozin signifikant reduziert 

(Abbildung 36 C, D), während nach Stimulation mit collagen related peptide (CRP) kein 

Unterschied hinsichtlich der CD62P-Expression zu detektieren war (Abbildung 36 E, F).  
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Abbildung 36. CD62P-Expression auf murinen Thrombozyten ist reduziert durch Behandlung 
mit Dapagliflozin. 
A Messung der CD62P-Expression auf unstimulierten Thrombozyten im Blut von 16 Wochen alten 
Mäusen; n=10,10. B Darstellung repräsentativer durchflusszytometrischer Plots 16 Wochen alter 
Tiere. C CD62P-Expression auf unstimulierten Thrombozyten 33 Wochen alter Mäuse, n=14,11. 
D Darstellung von repräsentativen durchflusszytometrischen Plots. E Quantifizierung der Expression 
von CD62P auf Thrombozyten 33 Wochen alter Mäuse beider Behandlungsgruppen, die mit collagen 
related peptide (CRP, 5 µg/ml) stimuliert wurden; n=8,6, und F Darstellung repräsentativer Plots. 
Dargestellt sind Mittelwerte ± S.E.M., Signifikanzen berechnet mit unpaired student’s t-test: 
*P<0,05/**P<0,01 versus Kontrolle. 
 

Direkte Effekte von Dapagliflozin auf die Expression von CD62P der murinen Thrombozyten 

wurden durch ex vivo Inkubation von Blut mit der Substanz Dapagliflozin (0,5 µM) für 30 min 

bei 37 °C untersucht. Hier zeigte sich, dass die Inkubation mit Dapagliflozin die Expression 
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von CD62P in unstimulierten Thrombozyten verringerte (Abbildung 37 A), während in 

stimulierten Thrombozyten kein signifikanter Unterschied vorhanden war (Abbildung 37 B). 

Obwohl diese direkten Effekte von Dapagliflozin eindeutig belegt werden konnten, war es 

nicht möglich die genetische Expression von Slc5a2 (kodiert für SGLT2) auf Thrombozyten 

nachzuweisen (Daten nicht gezeigt), so dass es sich möglicherweise um off-target Effekte 

der Substanz handelt.  

 

 
Abbildung 37. Verringerte Expression von CD62P nach ex vivo Inkubation muriner 
Thrombozyten mit Dapagliflozin. 
Das Blut wurde nach Entnahme und Aufreinigung für 30 min bei 37°C mit Dapagliflozin inkubiert, 
bevor die Antikörperzugabe und Stimulation mit collagen related peptide (CRP, 5µg/ml) erfolgten. 
Abgebildet ist die Quantifizierung der Expression von CD62P auf murinen A unstimulierten und 
B stimulierten Thrombozyten; n=10,10. Dargestellt sind Mittelwerte ± S.E.M., Signifikanzen berechnet 
mit paired student’s t-test: *P<0,05 versus Kontrolle. 
 

3.5.4 Blutungszeit 

Die Blutungszeit wurde zu beiden Untersuchungszeitpunkten in den Behandlungsgruppen 

bestimmt um zu untersuchen, ob die beobachteten Effekte auf Plättchenaktivierung und 

Thrombinaktivität einen Einfluss auf die Blutungsneigung haben.  

Es konnte gezeigt werden, dass Dapagliflozin sowohl nach 8-wöchiger Behandlung 

(Abbildung 38 A) wie auch nach 25-wöchiger Behandlung (Abbildung 38 B) keinen Einfluss 

auf die Blutungszeit in vivo hat.  
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Abbildung 38. Dapagliflozin hat keinen Einfluss auf die Blutungszeit. 
Die Zeit vom Abschneiden der Schwanzspitze bis zum Abstoppen der Blutung wurde A nach 
8-wöchiger und B 25-wöchiger Behandlung gemessen und als Blutungszeit dargestellt; n=6,6 
(8 Wochen), n=8,8 (25 Wochen). Dargestellt sind Mittelwerte ± S.E.M.. 
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3.6 Cholesterinstoffwechsel 

Cholesterin spielt eine wichtige Rolle bei der Pathogenese der Atherosklerose. Es ist 

außerdem als kardiovaskulärer Risikofaktor anerkannt und dabei ist neben LDL-C auch der 

Anteil von HDL-C von Bedeutung. Aus diesem Grund wurden Analysen bezüglich der 

Cholesterinkonzentrationen im Blut und der Genexpression verschiedener am 

Cholesterinstoffwechsel beteiligter Gene in der Leber durchgeführt.  

 

3.6.1 Cholesterin im Plasma 

Die Cholesterinwerte im Plasma wurden zu beiden Zeitpunkten gemessen und auf den 

Gehalt von Gesamt-Cholesterin, HDL-C und LDL/VLDL-C analysiert.  

 

Zum frühen Untersuchungszeitpunkt nach einer Behandlungsdauer von 8 Wochen war in 

den mit Dapagliflozin behandelten Tieren eine signifikant erhöhte Plasmakonzentration von 

HDL-C zu erkennen (Abbildung 39 B), während das Gesamt-Cholesterin und das 

LDL/VLDL-C keinen Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen zeigten 

(Abbildung 39 A, C).  

Die Analyse der Cholesterinkonzentrationen im Plasma 33 Wochen alter Mäuse beider 

Behandlungsgruppen zeigten ebenfalls erhöhtes HDL-C, ohne Effekte auf Gesamt-

Cholesterin und LDL/VLDL-C (Abbildung 39 D-F). 
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Abbildung 39. Dapagliflozin erhöht HDL-Cholesterin. 
Die Konzentrationen von Cholesterin wurden im Plasma beider Behandlungsgruppen gemessen. 
Darstellung der Menge von A Gesamt-Cholesterin, B HDL-Cholesterin und C VLDL/LDL-Cholesterin 
nach einer Behandlungsdauer von 8 Wochen; n=9,9. D Gesamt-Cholesterin, E HDL-Cholesterin und F  
VLDL/LDL-Cholesterin in 33 Wochen alten Tieren; n=15,16. Dargestellt sind Mittelwerte ± S.E.M., 
Signifikanzen berechnet mit unpaired student’s t-test: *P<0,05/**P<0,01 versus Kontrolle. 
 

 

3.6.2 Genexpression Leber 

Für die Untersuchung des zugrundeliegenden Mechanismus, der für die Erhöhung von 

HDL-C verantwortlich ist, wurde zunächst eine Analyse verschiedener Gene in der Leber 

durchgeführt, die mit dem HDL-C-Metabolismus in Verbindung stehen.  

 

Es konnte gezeigt werden, dass die hepatische Genexpression von Apolipoprotein A1 sowie 

Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase nach der Behandlung mit Dapaglilozin bei 33 Wochen 

alten Mäusen signifikant erhöht war, während die anderen untersuchten Gene durch die 

Behandlung mit Dapagliflozin nicht beeinflusst wurden (Abbildung 40).  
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Abbildung 40. Dapagliflozin beeinflusst die hepatische Expression HDL-Cholesterin-
Metabolismus assoziierter Gene. 
Die hepatische Expression verschiedener, mit dem HDL-Cholesterin-Metabolismus assoziierter, Gene 
wurde analysiert. A Abca1 ATP-binding cassette transporter 1, B Apoa1 Apolipoprotein A1, C Apoa2 
Apolipoprotein A2, D Lcat Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase, E Lpl Lipoproteinlipase, F Scarb1 
Scavenger Rezeptor B1; n=11,11. Dargestellt sind Mittelwerte ± S.E.M., Signifikanzen berechnet mit 
Mann-Whitney test: *P<0,05 versus Kontrolle.  
 

3.6.3 HDL und Thrombinpotential 

 
Die direkten Effekte von Dapagliflozin wurden auch in humanem Plasma untersucht. Hier 

konnte analog zu den im Mausmodell erhobenen Daten gezeigt werden, dass Dapagliflozin 

keinen direkten Einfluss auf das ETP hat (Abbildung 41 A-C). 

Aufgrund der beobachteten Erhöhung der Konzentration von HDL-C wurde der Einfluss von 

HDL auf das ETP untersucht. Hier konnten direkte Effekte von HDL (2 mg/ml) auf das ETP 

nach Präinkubation für 30 min bei 37 °C gezeigt werden (Abbildung 41 D-F).  
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Abbildung 41. HDL verringert die Bildung von Thrombin in humanem Plasma. 
A Darstellung der Thrombinaktivität in humanem Plasma nach ex vivo Präinkubation mit Dapagliflozin 
(0,5 µM), B das errechnete endogene Thrombinpotential (ETP) und C die Peakhöhe; n=8,8. D 
Kurvenverlauf, E ETP und F Peakhöhe nach Präinkubation von humanem Plasma mit High density 
lipoprotein (HDL, 2 mg/ml); n=7,7. Dargestellt sind Mittelwerte ± S.E.M., Signifikanzen berechnet mit 
paired student’s t-test: *P<0,05/**P<0,01 versus Kontrolle. 
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3.7 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen belegen einen hemmenden Einfluss von 

Dapagliflozin auf die Entwicklung der Atherosklerose im Mausmodell der Ldlr-defizienten 

Maus während der Fütterung einer hochkalorischen DD. 

 

Es konnte gezeigt werden, dass Dapagliflozin in der hier eingesetzten Dosierung die 

Glukosetoleranz moderat verbessert, jedoch keinen Einfluss auf Nüchternblutglukose, 

Körpergewicht oder Blutdruck hat.  

Ebenfalls konnte kein Einfluss auf die Anzahl der zirkulierenden Immunzellen und die 

Sekretion von Zytokinen oder Chemokinen beobachtet werden.  

Dennoch ließen sich durch Behandlung mit Dapagliflozin eine verringerte Bildung von 

Thrombin und eine verminderte Expression von CD62P auf Thrombozyten feststellen, 

letzteres möglicherweise auch durch direkt vermittelte Effekte der Substanz. Parallel wurden 

erhöhte Plasmakonzentrationen von HDL-C beobachtet, welche möglicherweise auf einer 

Veränderung der Genexpression in der Leber durch Dapagliflozin beruhen. 

Zusätzlich konnten direkte hemmende Einflüsse von HDL auf die Bildung von Thrombin 

gezeigt werden.  

 

Aufgrund der erhobenen Ergebnisse lässt sich folgende Hypothese bezüglich einer 

atheroprotektiven Wirkung von Dapagliflozin schlussfolgern: 

Dapagliflozin führt nach Einnahme zu einer erhöhten Konzentration von HDL-C im Plasma. 

HDL-C hemmt die Aktivität der Serinprotease Thrombin und führt zu einer reduzierten Anzahl 

aktivierter Thrombozyten. Zusätzlich senkt Dapagliflozin auch direkt die Anzahl an aktivierten 

Thrombozyten. Durch die geringere Zahl an aktivierten Thrombozyten haften weniger 

Leukozyten am Endothel und es kommt zu einer reduzierten Infiltration von Makrophagen in 

die aortale Intima. Das Ergebnis dieses Prozesses ist eine verminderte Atherogenese 

(Abbildung 42).  

 

Die Daten aus dieser Arbeit werden aktuell für die Veröffentlichung vorbereitet und 

demnächst bei einem wissenschaftlichen Fachjournal eingereicht.  
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Abbildung 42. Hypothetischer Mechanismus der Atheroprotektion durch Dapagliflozin 
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4.  Diskussion 

Aktuell spielt die Suche nach antidiabetischen Medikamenten mit günstigen Auswirkungen 

auf das kardiovaskuläre System eine entscheidende Rolle in der wissenschaftlichen 

Forschung. Erste Studien zeigen bereits protektive Einflüsse einer SGLT2-Inhibition mit 

Empagliflozin.92 Allerdings ist bisher wenig über mögliche zugrundeliegende Mechanismen 

bekannt. Zudem gibt es bisher keine Untersuchungen, die einen Gruppeneffekt der 

SGLT2-Inhibitoren belegen. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss des 

SGLT2-Inhibitors Dapagliflozin auf kardiovaskuläre Parameter in einem Mausmodell für 

Atherosklerose und Insulinresistenz untersucht um mögliche zugrundeliegende 

Mechanismen zu identifizieren. 

 

4.1 Einfluss von Dapagliflozin auf Atherosklerose 

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen eine signifikante Reduktion der 

atherosklerotischen Läsionen durch Behandlung mit dem SGLT2-Inhibitor Dapagliflozin in 

einem Mausmodell für akzelerierte Atherosklerose und Insulinresistenz. 

Die Analyse des Aortenursprunges ergab neben einer Verringerung der Plaquefläche 

ebenfalls eine verminderte Infiltration von Entzündungszellen, wie Makrophagen und 

T-Lymphozyten, in den mit Dapagliflozin behandelten Tieren.  

 

Die Frage nach einem Zusammenhang zwischen Dapagliflozin und Atherosklerose wurde 

bereits in früheren Studien adressiert.  

Zu diesem Zweck wurden Apolipoprotein E-defiziente Mäuse mit Streptozotocin (STZ) 

behandelt, einem Tiermodell des Diabetes mellitus Typ 1 (DMT1) bei dem eine 

Hyperglykämie durch den Untergang von β-Zellen induziert wird. Anschließend wurden die 

Mäuse für 4 Wochen mit Dapagliflozin in einer Dosierung von 1mg/kg Körpergewicht/Tag 

über das Trinkwasser behandelt. Diese Behandlung resultierte in einer signifikanten 

Absenkung der Glukose im Blut auf den Wert der Kontrolltiere, die kein STZ erhalten haben. 

Die Untersuchung der aortalen Plaquefläche ergab ebenfalls eine signifikante Reduktion der 

Plaquefläche in den mit Dapagliflozin behandelten hyperglykämischen Mäusen im Vergleich 

zu den Kontrolltieren ohne Dapagliflozingabe. In den Kontrolltieren, die nicht mit STZ 

behandelt wurden und somit auch nicht diabetisch waren, konnte kein Einfluss von 

Dapagliflozin auf Glukosespiegel im Blut oder den atherosklerotischen Plaquescore 

detektiert werden. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die Vermutung aufgestellt, dass eine 
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Reduktion der Blutglukose ursächlich für die Reduktion der atherosklerotischen Läsionen 

sein müsste.152  

Eine andere Untersuchung wurde in Ins2Akita Mäusen durchgeführt. Diese Mäuse entwickeln 

einen spontanen Diabetes durch einen frühen Untergang der β-Zellen im Pankreas, welcher 

durch eine Mutation des Insulin 2 Genes verursacht wird und stellen ebenfalls ein Modell für 

den DMT1 dar.153 Die Mäuse zeigen deutlich erhöhte Glukosewerte, die durch die 

Behandlung mit Dapagliflozin in einer Dosierung von 25 mg/kg Körpergewicht täglich über 

das Trinkwasser signifikant reduziert werden konnten. Mit der Blutzuckersenkung 

einhergehend wurde auch eine Reduktion der zirkulierenden Monozyten und neutrophilen 

Granulozyten unter der Behandlung mit Dapagliflozin beobachtet.  

Ein weiteres Experiment untersuchte die Regression atherosklerotischer Läsionen in nicht-

diabetischen Kontrollmäusen und mit STZ-behandelten diabetischen Ldlr-defizienten 

Mäusen. Zunächst wurden alle Gruppen mit einer cholesterinreichen Diät für 16 Wochen 

gefüttert. Im Anschluss daran erhielten die Tiere eine SD und wurden zusätzlich mit 

Dapagliflozin in einer Dosierung von 25 mg/kg Körpergewicht für 6 Wochen behandelt. Hier 

zeigte sich, dass die Tiere, die Dapagliflozin erhielten, nahezu die gleiche Regression der 

aortalen Plaquefläche wie die nichtdiabetischen Kontrolltiere aufwiesen. Im Gegensatz dazu 

wiesen die Tiere nach Gabe von STZ eine deutlich verschlechterte Regression des 

Plaquebesatzes auf. Auch in diesem Experiment konnte wieder eine gleiche Tendenz für 

Immunzellen wie Ly6C+ Monozyten und Makrophagen, die mit der Blutzuckersenkung 

einherging, beobachtet werden. Aus diesem Grund wurde die Schlussfolgerung gezogen, 

dass durch eine Blutzuckersenkung weniger Monozyten im Blut vorhanden sind und somit 

weniger Monozyten in atherosklerotische Läsionen infiltrieren, so dass hier eine 

Verbesserung der Regression stattfinden kann.149  

Im Gegensatz zu den in dieser Arbeit beobachteten Effekten führten die in der Literatur 

beschriebenen Tiermodelle, die Ins2Akita-Mäuse und die Behandlung mit STZ, zu einer 

starken Hyperglykämie ohne Gewichtszunahme oder Einfluss auf das Cholesterin im 

Plasma. Diese Effekte sind vergleichbar mit dem pathologischen Erscheinungsbild des 

DMT1 im Menschen. In diesen Mausmodellen wurde durch die Gabe von Dapagliflozin ein 

deutlicher Effekt auf die Blutzuckersenkung erreicht. Als zugrundeliegender Mechanismus 

der Atheroprotektion wurde ein Einfluss der Blutzuckersenkung durch SGLT2-Inhibition auf 

die Immunzellen vermutet.  

 

Eine weitere Studie untersuchte die Gabe von Dapagliflozin (1 mg/kg Körpergewicht/Tag) 

über 12 Wochen in Apolipoprotein E-defizienten Mäusen, die mit cholesterinreicher Diät 

gefüttert und mit STZ behandelt wurden um eine Hyperglykämie und Atherosklerose zu 
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erzeugen. In diesem Mausmodell konnte kein Einfluss von der Behandlung mit Dapagliflozin 

auf das Körpergewicht der Tiere beobachtet werden. Dapagliflozin führte jedoch zu einer 

deutlichen Senkung der Nüchternblutglukose und zeigte auch hier eine reduzierte 

Entwicklung atherosklerotischer Läsionen in der Aorta. Histologisch zeigten die Tiere eine 

geringere Infiltration von Makrophagen in die atherosklerotischen Läsionen nach Gabe von 

Dapagliflozin.  

In dieser Studie wurde eine höhere Anzahl glatter Muskelzellen in den atherosklerotischen 

Läsionen der mit Dapagliflozin behandelten Tiere festgestellt, welche im Gegensatz zu der 

im vorliegenden Modell in dieser Arbeit beobachteten reduzierten Zahl glatter Muskelzellen 

in der Dapagliflozin-Gruppe steht. Somit könnte der Effekt von der Behandlung mit 

Dapagliflozin auf die glatten Muskelzellen in atherosklerotischen Läsionen auch abhängig 

von dem verwendeten Tiermodell sein.  

In dem in der vorliegenden Arbeit untersuchten Mausmodel wandern durch die geringere 

Plaquefläche der mit Dapagliflozin behandelten Tiere möglicherweise weniger glatte 

Muskelzellen in die atherosklerotischen Läsionen ein. Allerdings kann durch diese 

Untersuchungen nicht gezeigt werden, ob es sich bei den α-Glattmuskelaktin-exprimierenden 

Zellen tatsächlich um vaskuläre glatte Muskelzellen, Makrophagen oder Perizyten handelt. 47, 

154 

Die durch die Hyperglykämie und Atherogenese erhöhte Sekretion von IL-1β und IL-18 nach 

Aktivierung der NLR Family Pyrin Domain Containing (NLRP) 3 konnte durch Dapagliflozin 

vermindert werden. Ein direkter Einfluss von Dapagliflozin auf Makrophagen ex vivo konnte 

nicht gezeigt werden, so dass als zugrundeliegender Mechanismus die Reduktion der 

Blutglukose und freien Fettsäuren als Ursache für die verminderte Bildung von IL-1β und IL-

18 vermutet wurde.155 Auch in dieser Studie wurde das STZ-Modell verwendet, welches den 

Phänotyp des DMT1 wiederspiegelt.  

 

Wichtig hierbei zu betonen, dass Dapagliflozin aktuell ausschließlich zur Behandlung des 

DMT2 zugelassen ist. Daher wurde für die in dieser Studie beschriebenen Untersuchungen 

bewusst das Modell der Ldlr-defizienten Maus auf C57Bl/6J Zuchthintergrund und Fütterung 

einer DD eingesetzt, da vorangehende Untersuchungen im Vergleich zu Apolipoprotein E-

defizienten Tieren und C57Bl/6J Wildtyp-Tieren in den Ldlr-defizienten Mäusen eine größere 

Gewichtszunahme unter Fütterung mit der DD erkennen ließen. Die Entwicklung einer 

Hyperglykämie und Insulinresistenz war in den Ldlr-defizienten Tieren ebenfalls deutlich 

stärker ausgeprägt als in den Apolipoprotein E-defizienten Tieren.156  Die Entwicklung der 

Hyperglykämie ist ebenfalls abhängig vom Zuchthintergrund der Mäuse, da in früheren 

Studien gezeigt werden konnte, dass C57Bl/6J Mäuse im Vergleich zu A/J Mäusen nach 
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Fütterung der DD deutlich höhere Nüchternblutglukose- und Insulinplasmaspiegel aufwiesen, 

so dass sich das verwendete Mausmodell deutlich von den bereits beschriebenen Modell 

abgrenzt und sich als geeignet zur Untersuchung des diätinduzierten DMT2 mit begleitender 

Adipositas zeigt.157  

 

Die aus den bereits veröffentlichten tierexperimentellen Studien hervorgehende Hypothese, 

dass die protektiven Effekte von Dapagliflozin auf die Atherogenese allein durch die Senkung 

der Blutglukose bedingt sind, müssen kritisch hinterfragt werden, da auch bei Betrachtung 

zahlreicher klinischer Studien gezeigt werden konnte, dass eine Blutzuckersenkung allein 

nicht vor kardiovaskulären Ereignissen schützt.  

 

Die Action to Control Cardiovascular Risk in Diabetes (ACCORD) Studie untersuchte den 

Nutzen einer drastischen HbA1c Senkung im Vergleich zu einer moderaten Senkung des 

HbA1c. Die Patienten waren im Durchschnitt 62 Jahre alt und die Diagnose DMT2 bestand 

im Mittel seit 10 Jahren. Der HbA1c Wert vor Therapiebeginn lag durchschnittlich bei 8,1 %. 

In der Gruppe mit der aggressiven medikamentösen Blutzuckerkontrolle konnte ein mittlerer 

HbA1c-Wert von 6,4 % erreicht werden, in der Vergleichsgruppe ein mittlerer Wert von 

7,5 %. Die Studie wurde vor geplantem Studienende vorzeitig beendet, da beobachtet 

werden konnte, dass durch eine drastische Senkung des HbA1c-Wertes die Mortalität nicht 

verringert werden konnte, sondern im Gegenteil sogar erhöht war. Die medikamentöse 

Therapie beinhaltete vor allem Metformin, Sulfonylharnstoffe, Thiazolidinedione und Insulin. 

In Bezug auf das Auftreten von kardiovaskulären Ereignissen konnte kein signifikanter 

Unterschied zwischen den Behandlungsregimen gezeigt werden. Die aggressive Strategie 

zur Blutzuckersenkung ging letztlich mit einem Anstieg der Sterblichkeit um 22 % einher.158 

 

Mit der Action in Diabetes and Vascular Disease: Preterax and Diamicron-MR Controlled 

Evaluation (ADVANCE) Studie untersuchte eine zweite Studie ebenfalls den Einfluss einer 

aggressiven HbA1c-Senkung auf kardiovaskuläre Ereignisse. 

In dieser Studie konnte durch medikamentöse Therapie der HbA1c Wert ebenfalls drastisch 

auf einen Wert von durchschnittlich 6,5 % gesenkt werden, während in der Vergleichsgruppe 

im Mittel ein Wert von 7,3 % erreicht wurde. Eine signifikante Reduktion von 

kardiovaskulären Ereignissen konnte nicht beobachtet werden. Allerdings zeigte sich in der 

ADVANCE Studie keine erhöhte Sterblichkeit durch die aggressive Blutzuckersenkung. 

Behandelt wurden die Patienten vorwiegend mit Metformin, Sulfonylharnstoffen und 

Insulin.159  

 



Diskussion 

 

79 

 

Die dritte Studie mit der Fragestellung des Nutzens einer drastischen HbA1c Senkung war 

die Glucose Control and Vascular Complications in Veterans with Type 2 Diabetes (VADT). 

Hier wurden 1791 Veteranen mit DMT2 über 7,5 Jahre beobachtet. Der mittlere HbA1c-Wert 

in der Gruppe mit aggressiver Blutzuckersenkung lag bei 6,9 %. Ebenso wie in den beiden 

anderen Studien konnte auch hier keine Reduktion kardiovaskulärer Ereignisse gezeigt 

werden.160 

 

Jedoch war in allen drei zitierten Studien eine höhere Zahl an Hypoglykämien und eine 

stärkere Gewichtszunahme in der Gruppe mit starker HbA1c-Senkung zu erkennen als in der 

Kontrollgruppe.  

Aus diesem Grund ist fraglich, ob der Effekt einer alleinigen Blutzuckersenkung so valide 

beurteilt werden kann und eventuell durch den Einsatz neuer Medikamente, die nur ein 

geringes Hypoglykämierisiko aufweisen und keine Gewichtszunahme verursachen, andere 

Ergebnisse erzielt werden könnten. Jedoch erscheint es wahrscheinlich, dass zur Reduktion 

kardiovaskulärer Ereignisse neben der Blutzuckersenkung auch weitere Faktoren 

berücksichtigt werden müssen. In der Tat werden aktuell verschiedene Mechanismen im 

Hinblick auf die SGLT2-Inhibitoren neben einer verringerten Glukosetoxizität diskutiert, die 

sich potenziell günstig auf kardiovaskuläre Ereignisse auswirken könnten. Die Ausscheidung 

von Glukose über den Urin führt zu einem erhöhten Verlust an Kalorien, welcher sich in einer 

Reduktion des Körpergewichts auswirkt und zu einer verringerten Körperfettmasse führt.161 

Möglicherweise kann so ebenfalls der kardiale Fettgehalt herabgesetzt und die Inflammation 

und Fibrose des Myokards verhindert werden.162 Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass die 

Elastizität der arteriellen Gefäßwände durch SGLT2-Inhibition verbessert werden konnte.163 

Die durch den Wirkmechanismus ebenfalls bedingte Natriurese führt zu einem verringerten 

Plasmavolumen und einer Absenkung des Blutdruckes, unter Ausbleiben einer 

kompensatorischen Aktivierung des Sympathikus.164 

 

Bei der Suche nach zugrundeliegenden Mechanismen für die verringerte Bildung 

atherosklerotischer Läsionen in den hier vorliegenden Experimenten werden abgesehen von 

der Blutglukosesenkung weitere zugrundeliegende Mechanismen vermutet, da bei der 

eingesetzten Dosierung im vorliegenden Tiermodell deutlich geringere Unterschiede durch 

die Behandlung mit Dapagliflozin auf die Blutglukose als in den oben genannten Studien zu 

beobachten waren.  

 

Die Entstehung und das Fortschreiten atherosklerotischer Läsionen werden durch die 

Infiltration von Immunzellen begünstigt. In den oben genannten Tierstudien wurden jeweils 
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Veränderungen der Immunzellen oder Zytokine durch die starke Blutzuckersenkung 

beobachtet. Im vorliegenden Fall kann jedoch die reduzierte Entwicklung der 

atherosklerotischen Läsionen in den mit Dapagliflozin behandelten Tieren nicht auf die 

zirkulierenden Immunzellen im Blut bezogen werden, da zu keinem Zeitpunkt Unterschiede 

zwischen den Behandlungsgruppen zu erkennen waren. Die reduzierte Zahl an 

Makrophagen und T-Lymphozyten in den Läsionen der Dapagliflozin-behandelten Tiere ist 

somit am ehesten durch eine verringerte Infiltration zu erklären, deren Ursache nicht 

ausschließlich auf Veränderungen der Blutzuckerwerte beruht. 

 

Das Körpergewicht der Tiere als zugrundeliegende Ursache an den beobachteten 

Unterschieden im Hinblick auf die Atherosklerose kann ebenso ausgeschlossen werden, da 

zu keinem Zeitpunkt ein Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen beobachtet werden 

konnte. Lediglich die Körperfettmasse war zum frühen Behandlungszeitpunkt im Alter von 

16 Wochen in der Dapagliflozin-Gruppe geringer als in der Kontrollgruppe. Dies steht im 

Gegensatz zu den Beobachtungen aus klinischen Studien. Es konnte gezeigt werden, dass 

Dapagliflozin als Zusatz zu einer bestehenden Therapie mit Metformin über 24 Wochen in 

der Lage war das Gesamt-Körpergewicht wie auch die Körperfettmasse zu reduzieren.114 

Dapagliflozin konnte auch in der Monotherapie über 12 Wochen das Körpergewicht in 

Patienten mit DMT2 reduzieren.165 Interessanterweise zeigen auch andere Studien in 

Mäusen, dass Dapagliflozin in einer Dosierung von 1mg/kg/Tag keinen Einfluss auf das 

Körpergewicht hat und sogar das Körpergewicht unter der Gabe von Dapagliflozin 0,1 oder 

1 mg/kg Körpergewicht/Tag erhöht ist.152, 166 

In klinischen Studien wurde gezeigt, dass Dapagliflozin und auch andere SGLT2-Inhibitoren 

zu einer Senkung des Blutdruckes führen können.92, 167-169 Aus diesem Grund wurde bei den 

Mäusen der Blutdruck untersucht, da auch eine Senkung des Blutdrucks atheroprotektive 

Auswirkungen haben kann. Allerdings zeigte die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte Dosis 

von Dapagliflozin in dem vorliegenden Mausmodell zu beiden Untersuchungszeitpunkten 

keinen Einfluss auf systolischen oder diastolischen Blutdruck oder die Herzfrequenz. 

 

Die Plaquekomposition der atherosklerotischen Läsionen im Aortenursprung war nach der 

Behandlung mit Dapagliflozin dahingehend verändert, dass geringere Mengen des 

Proteoglykans Biglykan und des Glykosaminoglykans Hyaluronsäure detektiert werden 

konnten.  

Biglykan gehört zu den Chondroitinsulfat-/Dermatansulfat-enthaltenden kleinen leucinreichen 

Proteoglykanen. Die Rolle von Biglykan in der Atherosklerose ist vielfältig. Zum einen wurde 

beschrieben, dass Biglykan an der Anreicherung von Lipoproteinen in der Intima in frühen 
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atherosklerotischen Läsionen beteiligt ist.170 Allerdings gibt es Untersuchungen in 

Biglykan/Apolipoprotein E-defizienten Mäusen, die eine akzelerierte Atherosklerose im 

Vergleich zu Apolipoprotein E-defizienten Kontrollmäusen beobachteten. Mechanistisch 

wurde gezeigt, dass die Chondroitinsulfat-Seitenketten des Biglykan-Core-Proteins über 

Heparin Cofaktor II eine Hemmung von Thrombin vermitteln und somit die Interaktionen 

zwischen Thrombozyten und dem Endothel reduzieren.171 Welche Funktion Biglykan im 

Rahmen der Dapagliflozin-vermittelten Atheroprotektion besitzt wurde in dieser Studie nicht 

untersucht. 

Die Plaquekomposition kann Hinweise auf die Stabilität und das Rupturrisiko von 

atherosklerotischen Plaques geben, jedoch kann im vorliegenden Modell der reduzierte 

Gehalt der untersuchten Extrazellulärmatrixmoleküle auch in der geringeren Plaquegröße 

der Tiere begründet sein.172, 173 

 

Genexpressionsanalysen der Aorta zeigten eine deutlich verringerte Expression von 

Arginase1 mRNA, ein hepatisches Enzym mit wichtiger Funktion im Harnsäurezyklus, 

während kein Einfluss auf die Expression verschiedener Adhäsionsmoleküle detektierbar 

war.174 Es ist beschrieben, dass in diabetischen Mäusen erhöhte Mengen von Arginase1 in 

der Aorta vorhanden sind.175 Molekularbiologische Untersuchungen haben eine 

Thrombin-vermittelte Induktion der Genexpression von Arginase1 über Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors Aktivator-Protein-1 (AP-1) nachgewiesen.176 Arginase 1 ist am 

enzymatischen Abbau von L-Arginin beteiligt und kann somit möglicherweise die 

Verfügbarkeit von Stickstoffmonoxid limitieren.177  

Um die genaue Bedeutung von Arginase1 in der Dapagliflozin-vermittelten Atheroprotektion 

zu identifizieren, müssten jedoch weiterführende Experimente durchgeführt werden. 
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4.2 Einfluss von Dapagliflozin auf HDL-Cholesterin 

Die beschriebenen Ergebnisse zeigen eine signifikante Reduktion atherosklerotischer 

Läsionen, die gleichzeitig mit erhöhten Plasmakonzentrationen von HDL-C beobachtet 

werden konnte. Dieser Einfluss zeigte sich zum frühen Beobachtungszeitpunkt nach 

8-wöchiger Behandlung mit Dapagliflozin und war auch nach 25-wöchiger Behandlung noch 

vorhanden. Der blutglukosesenkende Effekt von Dapagliflozin war in den aktuellen 

Untersuchungen eher gering im Vergleich zu bereits publizierten Daten, so dass eine 

mechanistische Beteiligung der erhöhten HDL-C-Plasmakonzentrationen an der 

Atheroprotektion naheliegt.  

Der inverse Zusammenhang zwischen den Plasmakonzentrationen von HDL-C und dem 

Auftreten kardiovaskulärer Ereignisse konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden.178-185 

Über welche zugrundeliegenden molekularen Mechanismen diese Effekte vermittelt werden 

ist bis heute nicht vollständig bekannt.  

 

In präklinischen Studien konnte gezeigt werden, dass eine Erhöhung der 

Plasmakonzentrationen von lipidarmen Apolipoprotein A1 zu einem Anstieg des reversen 

Cholesterintransportes führt.186 Tierexperimentelle Untersuchungen haben gezeigt, dass 

HDL direkte anti-atherogene Eigenschaften aufweist. So reduzierten wöchentliche Infusionen 

von HDL bei Kaninchen mit cholesterinreicher Diät die aortalen Lipideinlagerungen 

signifikant und bewirkten eine Regression der aortalen Atherosklerose um 50 %.187 Weitere 

Untersuchungen in genetisch modifizierten Tieren haben gezeigt, dass eine Überexpression 

von humanem APOA1 Gen in Kaninchen und Mäusen einen Anstieg der Konzentration von 

HDL-C bewirkt, welcher die Tiere vor Diät-induzierter Atherosklerose wie auch vor 

Atherosklerose durch genetische Modifikation in Apolipoprotein E-defizienten und Ldlr-

defizienten Tieren schützen konnte.188-191 

Ebenso konnte beim Menschen gezeigt werden, dass eine Infusion von Apolipoprotein A1 

Partikeln zu einer Reduktion koronarer atherosklerotischer Plaques führt.192 Es wird 

angenommen, dass HDL-C am reversen Cholesterintransport sowie dem Schutz des LDL 

vor oxidativer Modifikation und auch an der Hemmung der Zytokin-induzierten Expression 

von Adhäsionsmolekülen beteiligt ist.193-195 Unter dem reversen Cholesterintransport wird die 

Fähigkeit bestimmter Komponenten des HDL verstanden Cholesterin aus arteriellen 

Schaumzellen aufzunehmen und zur Leber zu transportieren, wo dieses biliär 

ausgeschieden wird.196 Durch den Abtransport von Cholesterin aus den Zellen ist HDL 

möglicherweise in der Lage die intimale Migration und anschließende Oxidation des LDL 

abzuschwächen.197, 198 Später wurde diese Hypothese noch durch die Annahme ergänzt, 

dass durch den vermehrten Cholesterinabtransport eine verminderte Entzündungsreaktion in 
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den atherosklerotischen Plaques vorliegt und somit final eine Reduktion der Läsionen in der 

Gefäßwand resultiert.196, 199 

Bei vergleichender Untersuchung des Cholesterin-Efflux durch HDL und Apolipoprotein A1 in 

Probanden mit und ohne heterozygote ABCA1-Defizienz konnte eine enge Korrelation 

zwischen Intima-Media-Dicke und HDL-C im Plasma gezeigt werden.200 Der Einfluss des 

Cholesterol-Efflux auf Atherosklerose konnte durch Daten aus Mäusen, in denen selektiv in 

Makrophagen die Expression von Abca1 gehemmt wurde, bestätigt werden. Diese Tiere 

zeigten eine verstärkte Entwicklung atherosklerotischer Läsionen ohne Einfluss auf 

Lipoproteinkonzentrationen im Plasma.201 

Aufgrund dieser Beobachtungen wurde die Annahme getroffen, dass auch therapeutisch 

durch Erhöhung des HDL-C das Risiko für eine koronare Herzkrankheit verringert werden 

könnte. 

 

Zwei große klinische Studien, die den Effekt einer therapeutischen Wirkung von HDL-C 

untersuchten, wurden aufgrund von fehlendem Nutzen frühzeitig beendet. Die „Niacin in 

Patients with Low HDL Cholesterol Levels Receiving Intensive Statin Therapy“ (AIM-HIGH) 

Studie untersuchte in einem Patientenkollektiv mit atherosklerotischen kardiovaskulären 

Erkrankungen, niedrigem HDL-C und Statintherapie, ob die Patienten von einer Erhöhung 

von HDL-C durch Gabe von Niacin weiter profitieren würden. Niacin führte zu einer 

Erhöhung der HDL-C-Werte im Plasma von etwa 25 %, ein klinischer Nutzen konnte 

innerhalb der 36-monatigen Nachbeobachtungsphase nicht belegt werden.202  

In der „Effects of Dalcetrapib in Patients with a Recent Acute Coronary Syndrome“ 

(dal-OUTCOMES) Studie wurden Patienten mit akutem Koronarsyndrom mit dem 

CETP-Hemmstoff Dalcetrapib oder Placebo als Zusatz zur Standardtherapie behandelt. 

Dalcetrapib erhöhte die Plasmakonzentration von HDL-C um 30-40 %, konnte aber das 

Risiko für kardiovaskuläre Ereignisse nicht beeinflussen.203 

Aus diesen Gründen steht die HDL-C Hypothese aktuell auf dem Prüfstand. 

 

Es stellt sich nun die Frage warum die Ergebnisse der klinischen Studien nicht mit den 

vorher beobachteten positiven Effekten von Apolipoprotein A1 der präklinischen Studien in 

Einklang stehen.  

An dieser Stelle spielt die genaue Zusammensetzung des HDL-C eine wichtige Rolle. Im 

Tiermodell wurden durch eine genetische Überexpression von Apoa1 lipidarme Partikel 

produziert, die besonders gut Cholesterin aufnehmen können. Eine ähnliche Beschaffenheit 

wiesen die injizierten Partikel aus den humanen Studien auf. Die durch Niacin oder 

Dalcetrapib produzierten HDL-Partikel waren eher cholesterinreich und hatten somit nicht 
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das gleiche Potential weiteres Cholesterin aufzunehmen. Es konnte gezeigt werden, dass 

HDL-Partikel die nach Gabe von Niacin oder Dalcetrapib gebildet werden keinen Einfluss auf 

den reversen Cholesterintransport haben.204, 205 

 

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Untersuchungen im Mausmodell zeigen eine erhöhte 

Menge von HDL-C, die zeitgleich mit einer verminderten Entwicklung von 

atherosklerotischen Plaques vorliegt.  

Die Frage, über welchen Mechanismus Dapagliflozin diesen Anstieg verursacht, bleibt 

jedoch unbeantwortet. 

 

Zur Klärung dieser Frage wurde in der vorliegenden Untersuchung die Expression 

verschiedener Gene in der Leber untersucht, die eine Bedeutung im HDL-C-Stoffwechsel 

haben. 

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die hepatische Genexpression von 

Apolipoprotein A1 und LCAT durch die Behandlung mit Dapagliflozin erhöht war. 

Apolipoprotein A1 und LCAT spielen eine Rolle im HDL-C Metabolismus und sind daher 

möglicherweise an den erhöhten Werten von HDL-C beteiligt.69, 75 Während für 

Apolipoprotein A1 eine atheroprotektive Wirkung bereits beschrieben wurde, wird die 

Funktion von LCAT im Rahmen der Atherosklerose kontrovers diskutiert.192, 206 

 

Weiterführende Erkenntnisse liefert eine klinische Studie, die 80 Patienten mit DMT2 

untersucht hat, die bereits mit oralen antidiabetischen Wirkstoffen behandelt wurden. Hier 

wurde gezeigt, dass durch die Gabe von Dapagliflozin die Plasmakonzentrationen von 

HDL-C und Apolipoprotein A1 erhöht waren, während wie bei den gezeigten 

tierexperimentellen Untersuchungen auch kein Effekt auf LDL-C beobachtet werden konnte. 

Bei der vergleichenden Untersuchung der HDL-C-Subpopulationen zeigte sich, dass der 

Anstieg des HDL-C durch einen Anstieg des HDL2-C verursacht wurde.207 

 

Jedoch wurde in der hier vorliegenden Studie die genaue Zusammensetzung des HDL-C 

nicht weiter analysiert. Dies wäre der nächste wichtige Schritt, um die Verbindung zwischen 

dem HDL-C-Anstieg durch Dapagliflozin und den atheroprotektiven Effekten herzustellen.  

 

In jedem Fall sind detailliertere Analysen der Bildung, Metabolisierung und des Abbaus von 

HDL-C notwendig, um direkte Erkenntnisse über die zugrundeliegenden Effekte von 

Dapagliflozin in Bezug auf die erhöhten Konzentrationen von HDL-C zu erhalten.  
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Da die erhöhten HDL-C Werte nach Gabe von Dapagliflozin mechanistisch die Aktivität von 

Thrombin und den Aktivierungsstatus der Thrombozyten beeinflussen können, wird dieser 

Sachverhalt im nächsten Abschnitt diskutiert.  
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4.3 Einfluss von Dapagliflozin auf Thrombinbildung und 
Thrombozytenaktivierung 

Auf der Suche nach zugrundeliegenden Mechanismen für die verringerte Entwicklung 

atherosklerotischer Läsionen wurde der Einfluss von Dapagliflozin auf die Thrombinbildung 

und die Thrombozytenaktivierung untersucht. In den behandelten Tieren konnte gezeigt 

werden, dass die Behandlung mit Dapagliflozin zu einer verminderten Aktivität von Thrombin 

und zu einer verringerten Thrombozytenaktivierung führt.  

 

Das erhöhte Risiko für die Entwicklung kardiovaskulärer Ereignisse bei Diabetikern ist unter 

anderem durch einen erhöhten Aktivitätsgrad von Thrombozyten zu erklären. In klinischen 

Studien konnte bei Patienten mit Diabetes mellitus eine signifikant erhöhte Anzahl aktivierter 

Thrombozyten detektiert werden.208 Durch die Verbesserung der metabolischen Kontrolle 

konnte die höhere Zahl aktivierter Thrombozyten wieder gesenkt werden.209  

Auch in der vorliegenden Untersuchung ließ das Mausmodell bei 33 Wochen alten Mäusen 

eine erhöhte CD62P-Expression nach Fütterung der DD im Vergleich zu Mäusen, die mit 

einer SD gefüttert wurden, erkennen.  

 

Dieser Effekt war durch die Behandlung mit Dapagliflozin stark verringert. Durch ex vivo 

Experimente konnten zudem erste Hinweise auf mögliche off-target Effekte der Substanz 

Dapagliflozin hinsichtlich der CD62P-Expression der murinen Thrombozyten gewonnen 

werden. 

 

Es ist außerdem bekannt, dass HDL selbst direkt die CD62P-Expression auf Thrombozyten 

reduzieren kann.210 Dies kann in gewissem Maße die Diskrepanz zwischen den stärkeren 

in vivo beobachteten Effekten und den etwas geringeren ex vivo beobachteten Effekten 

durch Dapagliflozin erklären. 

 

Der selektive Einfluss von Dapagliflozin auf die CD62P-Expression bei unveränderter 

Expression von CD41/61 legt die Vermutung nahe, dass es in der Folge zu Effekten auf die 

Thrombozyten-vermittelte Adhäsion von Immunzellen am Gefäßendothel, nicht jedoch zu 

einer Veränderung der Thrombozytenaggregation selbst kommt.211-213 Diese Hypothese wird 

auch durch das Ergebnis, dass Dapagliflozin keinen Einfluss auf die Blutungszeit hat, 

bestätigt.  

Die verringerte CD62P-Expression auf Thrombozyten kann ursächlich an der verringerten 

Bildung atherosklerotischer Läsionen beteiligt sein, da initial die Thrombozytenadhäsion bei 

der Plaquekomposition eine wichtige Rolle spielt.34, 214 



Diskussion 

 

87 

 

 

In Übereinstimmung mit den Daten aus der hier vorliegenden Studie am Mausmodell, 

belegen klinische Studien eine erhöhte Bildung von Thrombin bei Diabetikern.215  

Im Gegensatz zur CD62P-Expression auf Thrombozyten, legen die vorliegenden 

Untersuchungen dar, dass Dapagliflozin selbst nicht direkt das ETP beeinflusst. Jedoch kann 

bei Behandlung mit Dapagliflozin eine Verringerung des ETP erreicht werden, welches 

parallel mit einer erhöhten Plasmakonzentration von HDL-C einhergeht. Weitergehende 

Untersuchungen haben gezeigt, dass HDL selbst durch direkten Einfluss das ETP verringern 

kann. 

Aus diesem Grund wird vermutet, dass Dapagliflozin indirekt durch die Erhöhung von HDL-C 

das ETP verringert. Mechanistisch wird eine Verbesserung der antikoagulativen 

Eigenschaften der Proteine C und S durch HDL angenommen.216, 217 

 

Des Weiteren trägt Thrombin auch durch eine Vielzahl unterschiedlicher Effekte zur 

Entstehung der Atherosklerose bei. Dazu gehören unter anderem die Förderung einer 

endothelialen Dysfunktionund die begünstigte Proliferation glatter Muskelzellen.218, 219 In den 

vorliegenden Ergebnissen konnte ebenfalls ein geringerer Anteil glatter Muskelzellen in den 

atherosklerotischen Läsionen nach Behandlung mit Dapagliflozin nachgewiesen werden. 

Es konnte in tierexperimentellen Studien bereits gezeigt werden, dass der Einsatz von 

Thrombininhibitoren die Entwicklung der Atherosklerose hemmt.150 

Für eine weitergehende Interpretation der gezeigten Ergebnisse sollte als Hinweis auf die 

absoluten Konzentrationen von Thrombin die Menge von Prothrombinfragment 1+2 im 

Plasma gemessen werden. Zusätzlich wäre eine weitergehende Analyse der Protease-

aktivierter Rezeptor (PAR)-vermittelten Effekte von Thrombin sinnvoll, um die genaue 

Beteiligung von Thrombin an der Atheroprotektion durch Dapagliflozin zu identifizieren.  

 

Die Wirkung von Dapagliflozin auf Thrombozytenaktivierung und Thrombinaktivität wurde in 

einer tierexperimentellen Studie an Ratten bereits untersucht. Zu diesem Zweck wurden 

weibliche Zucker Diabetic Fatty (ZDF) Ratten mit einer fettreichen Diät gefüttert. Die Gabe 

von Dapagliflozin in einer Konzentration von 0,3 mg/kg Körpergewicht wurde täglich über 

2 Wochen durch orale Gavagierung durchgeführt und resultierte in einer Absenkung der 

Blutglukose. 

Im Gegensatz zu den in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnissen zeigte die Analyse des 

ETP keinen Einfluss durch die zweiwöchige Gabe von Dapagliflozin. Die HDL-C 

Konzentrationen wurden in dieser Studie nicht untersucht. CD62P-Expressionsdaten wurden 

nicht gezeigt, aber als nicht verändert angegeben.220 Diese Daten stehen im Widerspruch zu 
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den hier gezeigten Ergebnissen im Mausmodell. Jedoch kann vermutet werden, dass die 

zweiwöchige Behandlungsdauer nicht ausreichend ist, um entsprechende Effekte auf HDL-C 

zu bewirken. Dazu müssten weitere Zeitverläufe der HDL-C Konzentrationen untersucht 

werden. Zudem war die eingesetzte Dosis von Dapagliflozin deutlich geringer als die hier im 

Mausmodell eingesetzte Dosierung. Eventuell ist auch eine höhere Dosierung notwendig, um 

die direkten Effekte auf die CD62P-Expression hervorzurufen. 
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4.4 Ausblick und Limitierung 

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen zeigen einen protektiven Einfluss des 

SGLT2-Inhibitors Dapagliflozin auf die Entstehung atherosklerotischer Läsionen. Als 

mechanistische Grundlagen konnten erhöhte Plasmakonzentrationen von HDL-C sowie eine 

verminderte Thrombozytenaktivierung und Thrombinbildung durch Dapagliflozin dargelegt 

werden. Auf Grundlage dieser Beobachtungen liegt die Vermutung nahe, dass durch die 

Gabe von Dapagliflozin kardiovaskuläre Risikofaktoren günstig beeinflusst werden und somit 

das Auftreten kardiovaskulärer Ereignisse vermindert werden könnte.  

Die gewonnenen Erkenntnisse ergänzen frühere Untersuchungen in anderen Mausmodellen, 

die primär eine Blutzuckersenkung als zugrundeliegenden Mechanismus postulieren.  

Im Hinblick auf die Atheroprotektion durch Dapagliflozin liegt wahrscheinlich insgesamt eine 

Kombination verschiedener Mechanismen zugrunde, die auch von den jeweiligen 

Risikofaktoren des Patienten abhängig sein kann. 

 

Die Experimente dieser Arbeit wurden in Mäusen oder isolierten murinen Zellen 

durchgeführt. Daher ist die direkte Übertragung der Beobachtungen auf den Menschen nicht 

gesichert.  

Erste Hinweise für eine Übertragbarkeit der Ergebnisse beschreiben Daten aus klinischen 

Studien, die eine vergleichbare Beeinflussung von HDL-C durch Dapagliflozin in Patienten 

mit DMT2 zeigen.107, 221, 222  

 

In jedem Fall müssen die Ergebnisse in einer klinischen Studie zum Einfluss von 

Dapagliflozin hinsichtlich des kardiovaskulären Risikos bestätigt werden. Die Dapagliflozin 

Effect on CardiovascuLAR Events (DECLARE-TIMI 58) Studie ist eine randomisierte, 

Placebo-kontrollierte und doppelblinde klinische Studie, die derzeit in verschiedenen 

Nationen durchgeführt wird und den Einfluss von Dapagliflozin auf den zusammengesetzten 

Endpunkt von kardiovaskulärem Tod, Myokardinfarkt und ischämischem Schlaganfall 

untersucht. Die derzeitigen Planungen umfassen etwa 17.000 Patienten mit DMT2 und 

bekanntem kardiovaskulärem Erkrankungen oder mehreren kardiovaskulären Risikofaktoren. 

Schätzungsweise wird die Beobachtungsdauer bei etwa 4,5 Jahren liegen. Die ersten 

Ergebnisse werden im Jahr 2019 erwartet.93 94 

 

Die in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen können nicht die Frage beantworten, ob 

bei bereits stark fortgeschrittenen Läsionen die Therapie mit Dapagliflozin auch eine 

Regression der Atherosklerose induzieren kann. Es gibt Hinweise aus bereits 

veröffentlichten Studien, die eine Regression atherosklerotischer Läsionen unter Gabe von 
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Dapagliflozin beobachten konnten, allerdings war in diesen Experimenten auch ein starker 

Einfluss auf die Blutglukose zu beobachten, so dass die Vergleichbarkeit der Modelle nicht 

gegeben ist.149 Zur Abklärung, ob der Mechanismus über HDL-C und 

Thrombozytenaktivierung auch bei der Regression von Bedeutung ist, müssten 

Untersuchungen mit dem vorliegenden Mausmodell und einer verzögerten Gabe von 

Dapagliflozin nach Auftreten manifester atherosklerotischer Läsionen durchgeführt werden.  

 

Die orale Gabe von Dapagliflozin ermöglicht theoretisch eine Wirkung auf sämtliche Zellen 

und Organe im Körper. Eine mögliche Beeinflussung anderer Gewebe als der hier 

angegebenen durch Dapagliflozin ist nicht untersucht worden. Aufgrund der sehr 

spezifischen Expression von SGLT2 in der Niere ist es unwahrscheinlich, aber nicht ganz 

auszuschließen, dass pleiotrope Effekte in anderen Organen zu den Beobachtungen dieser 

Studie beigetragen haben.  

 

Abschließend konnte der zugrundeliegende Mechanismus für die beobachteten Effekte von 

Dapagliflozin auf das HDL-C nicht abschließend identifiziert werden. Hier sind weitere 

Untersuchungen notwendig, um die beteiligten Zelltypen, die verantwortlichen Faktoren und 

vor allem die Veränderungen in der HDL-C Zusammensetzung zu identifizieren. Sinnvoll 

wäre es, diese Untersuchungen direkt an Patienten mit DMT2 durchzuführen, um 

Erkenntnisse von dem klinischen Nutzen der Therapie mit Dapagliflozin zu erhalten. 
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5.  Zusammenfassung 

Dapagliflozin gehört zur Substanzklasse der Natrium-Glukose-Cotransporter-2-Inhibitoren 

und ist zur Behandlung des Diabetes mellitus Typ 2 zugelassen. Dapagliflozin senkt die 

Glukosekonzentration im Blut, indem es die Ausscheidung der Glukose über die Nieren 

bewirkt. Neben der Senkung der Blutglukose spielt das kardiovaskuläre Sicherheitsprofil von 

antidiabetischen Substanzen eine wichtige Rolle, da Diabetes mellitus selbst einen 

Risikofaktor für das Auftreten kardiovaskulärer Ereignisse darstellt. So geht das gesteigerte 

kardiovaskuläre Risiko bei Patienten mit Diabetes mellitus mit erhöhter Thrombinaktivität und 

Thrombozytenaktivierung einher.  

In einem Mausmodell, welches durch Hyperglykämie, Insulinresistenz und akzelerierte 

Atherosklerose gekennzeichnet ist, wurden die Effekte von Dapagliflozin auf verschiedene 

kardiovaskuläre Risikofaktoren untersucht.  

Die Blutzuckersenkung war durch die Gabe von Dapagliflozin eher moderat verglichen mit 

Effekten aus anderen Studien. Dennoch zeigte sich eine deutlich verminderte Entwicklung 

atherosklerotischer Läsionen mit verringerter Infiltration von Immunzellen nach Behandlung 

mit Dapagliflozin, während keine Einflüsse von Dapagliflozin auf zirkulierende Immunzellen 

oder Zytokine zu beobachten waren. 

Die Behandlung mit Dapagliflozin resultierte in einem verringerten endogenen 

Thrombinpotential und einer geringeren CD62P-Expression der Thrombozyten, welche auf 

eine reduzierte Aktivität der Thrombozyten hinweist. Zusätzlich konnten direkte Effekte von 

Dapagliflozin auf die CD62P-Expression der murinen Thrombozyten nach ex vivo Inkubation 

bestätigt werden.  

Parallel konnten eine veränderte Genexpression HDL-Cholesterin-Metabolismus-assoziierter 

Gene in der Leber sowie erhöhte Plasmakonzentrationen von HDL-Cholesterin im Blut 

beobachtet werden. Zusätzlich wurde eine direkte Hemmung der Thrombinaktivität durch 

HDL ex vivo gezeigt 

Zusammenfassend zeigt die hier vorliegende Arbeit einen neuen Mechanismus von 

Dapagliflozin, welcher letztlich zur Atheroprotektion beiträgt. Mechanistisch kommt es nach 

Einnahme von Dapagliflozin zu einem Anstieg der Plasmakonzentration von 

HDL-Cholesterin. In dessen Folge wird die Aktivität von Thrombin gehemmt und der 

Aktivierungsstatus der Thrombozyten reduziert. Dieses wird durch direkte hemmende Effekte 

von Dapagliflozin auf die Thrombozytenaktivierung unterstützt. Durch die verringerte Anzahl 

aktivierter Thrombozyten kommt es zu einer verminderten Adhäsion von Entzündungszellen 

am Gefäßendothel und nachfolgend zu einer reduzierten Infiltration in die Gefäßwand.  

Dieser Vorgang führt letztlich zu einer Verminderung der Atherogenese.   
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6.  Summary 

Dapagliflozin, a novel antidiabetic compound, belongs to the group of 

sodium-glucose-cotransporter-2-inhibitors and is used for therapy of diabetes mellitus type 2. 

By increasing urinary glucose secretion in the kidney dapagliflozin decreases blood glucose 

concentration. 

In addition to blood glucose control there is a clinical need for cardiovascular safety of 

antidiabetic drugs since diabetes mellitus itself is an important risk factor for cardiovascular 

events. Increased cardiovascular risk in diabetes mellitus accompanies with elevated activity 

of thrombin and platelet activation.  

Effects of dapagliflozin on cardiovascular risk factors were investigated in a mouse model of 

obesity, insulin resistance and accelerated atherosclerosis.  

Compared to other animal studies dapaglifozin moderately improves glucose tolerance  

Treatment with dapagliflozin inhibited development of atherosclerotic lesions with decreased 

infiltration of immune cells into the lesions, while dapagliflozin did not influence amount of 

circulating immune cells or cytokines.  

Administration of dapagliflozin leads to decreased endogenous thrombin potential and 

reduced platelet CD62P-expression which indicates decreased platelet activation. 

Furthermore dapagliflozin directly influences platelet CD62P-expression after ex vivo 

incubation of murine blood.  

Dapagliflozin increases gene expression of HDL-cholesterol-metabolism-associated genes in 

the liver. Additionally increased plasma levels of high density lipoprotein cholesterol were 

observed in dapagliflozin-treated animals while no differences in total cholesterol and very 

low density lipoprotein/low density lipoprotein cholesterol could be detected.  

Dapagliflozin mediated increases in HDL-cholesterol could possibly contribute to decreased 

thrombin generation, since there was a direct inhibition of thrombin generation in human 

plasma by incubation with HDL.  

Mechanistically increased HDL-cholesterol plasma levels after treatment with dapagliflozin 

subsequently lead to decreased thrombin generation and reduced platelet activation.  

In parallel dapagliflozin directly decreases platelet activation.  

Leukocyte binding to the endothelium is diminished by decreased amount of activated 

platelets therefore monocyte/macrophage recruitment into atherosclerotic lesions is reduced.  

This mechanism in the end ameliorates atherogenesis and –progression. 
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