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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Glucagon-like Peptide-1-Rezeptor-Agonisten (GLP1-RA) stellen eine fest etablierte Thera-
pieoption fur den Typ-2-Diabetes mellitus (T2D) dar und nehmen in der modernen medizi-
nischen Versorgung eine zunehmende Rolle ein. Vorlaufige Studien deuten darauf hin, dass
der kurz wirksame GLP1-Agonist Exenatid (Exe) die InfarktgroRe (IS) unter nicht-diabeti-
schen Bedingungen verringern kann. Diese Wirkung wird mit einer Hochregulierung der
Translokation des Glukose-Transporters (GLUT) 4 in Verbindung gebracht. Diese Disserta-
tion befasst sich mit den potenziellen Vorteilen von Exe bei der Abschwachung von Diabe-
tes-induziertem Herzversagen und der Verbesserung der post-ischamischen Erholung un-
ter diabetischen Bedingungen. Es werden die Auswirkungen einer Exe-Behandlung im
murinen Tiermodell mit diatetischer Adipositas (DIO) sowohl in-vivo als auch ex-vivo unter-
sucht. Zu diesem Zweck wurden Uber einen Zeitraum von 24 Wochen Versuchstiere an
einer fett- und zuckerreichen Diat untersucht, wobei nach 16 Wochen zusatzlich die Verab-
reichung von Exe an jedem zweiten Tag Uber insgesamt acht Wochen erfolgte. Im An-
schluss wurde eine Ischamie/Reperfusion (I/R), bestehend aus einer 30-minutigen Ischa-
mie, gefolgt von einer 24-stindigen Reperfusion, induziert. Dies wurde durch einen chirur-
gischen Verschluss und einer anschlieBenden Wiedererdffnung der linken anterioren ab-
steigenden Koronararterie (LAD) realisiert. Die Herzfunktion wurde vor und nach der Ischa-
mie mittels Echokardiographie untersucht. Wahrend der ex-vivo-Ischamie wurden die ex-
plantierten Herzen mit dem Langendorff-System perfundiert und einer vierzigminuitigen Is-
chamie gefolgt von einer zweistlindigen Reperfusion unterzogen. Anschliefiend wurde die
Infarktgroe und die funktionelle Erholung bewertet. Die Quantifizierung der GLUT1- und
GLUT4-Proteinspiegel erfolgte mittels Western Blot-Analyse, wahrend die Mitochondrien-
funktion mittels dem OROBOROS® erfasst wurde.

Die Behandlung mit Exe flhrte bei DIO-Mausen zu einer signifikanten Verbesserung der
diastolischen Dysfunktion und zu einer verbesserten Herzfunktion nach Ischamie, unab-
hangig von der Reduktion der InfarktgréoRe. In vorausgegangen Studien konnte zwar eine
Reduktion der InfarktgréRe beobachtet werden, jedoch wurden diese Versuche nicht im di-

abetischen Tiermodell durchgefuhrt
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Abstract

Glucagon-like peptide-1 receptor agonists (GLP1-RA) are a well-established therapeutic
option the treatment of type 2 diabetes mellitus (T2D) and are playing an increasing role in
modern medical care. Preliminary studies have suggested that the short-acting GLP1 ago-
nist exenatide (Exe) can reduce infarct size (I1S) under non-diabetic conditions. This effect
is hypothesized to be linked to an upregulation of glucose transporter (GLUT) 4 transloca-
tion. However, the potential benefits of Exe in mitigating diabetes-induced heart failure and
improving post-ischemic recovery under diabetic conditions remain unexplored. This dis-
sertation investigates the effects of Exe treatment in a murine model with diet-induced obe-
sity (DIO), both in-vivo and ex-vivo. The experimental animals were subjected to a high-fat,
high-sugar diet for 24 weeks, with Exe administration beginning after the sixteenth week
and repeated every two days, for the next eight weeks. Ischemia/reperfusion (I/R) injury
was established through 30 minutes of ischemia, succeeded by 24 hours of reperfusion.
This was achieved through surgical occlusion and subsequent reopening of the left anterior
descending coronary artery (LAD). Cardiac function was assessed via echocardiography
before and after the induction of ischemia. During ex-vivo ischemia, explanted hearts were
perfused using the Langendorff system, undergoing 40 minutes of ischemia, succeeding by
two hours of reperfusion. Infarct size and functional recovery were then evaluated. Western
blot analysis was used to quantify GLUT1 and GLUT4 protein levels, while mitochondrial

function was assessed using the OROBOROS® system.

Exe treatment led to an improvement in diastolic dysfunction in DIO mice, and post-ischemic
cardiac function was enhanced, independent of infarct size reduction. The findings of this
study aligned with other animal research demonstrating improved cardiac function following
treatment with Exe. Previous studies were able to show a reduction in infarct size, but these

investigations were exclusively conducted in non-diabetic animal models.
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Abkurzungsverzeichnis

AAR = Area at risk

Akt = Ak strain transforming

AMPK = Adenosin-Monophosphate-Kinase
ATP = Adenosin-Triphosphat

Bpm = Beats per minute

KHK = Koronare Herzkrankheit

DIO = Diet induced obesity

CO = Cardiac output

DP = Derivate Pressure

DPmax = Derivate pressure maximum
DPmin = Derivate pressure minimum

EDV = Enddiastolisches Volumen

EF = Ejektionsfraktion

ESV = Endystolisches Volumen

Erk = Extracellular signal-regulated kinases
Exe = Exenatid

FCCP = Carbonyl cyanide-p-trifluoromethoxyphenylhydrazone
FS = Fractional shortening

GLP1 agonist = Glucagone-like-peptide-1 Rezeptor Agonist
GLUT = Glukose Transporter

GTT = Glukosetoleranztest

HD = Highdose

HF = Heart failure
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HFpEF = Heart failure with preserved ejection fraction
HFD = High fat diet

HR = Heart rate

HWZ = Halbwertszeit

I.p. = Intraperitoneal

I/R = Ischemia Reperfusion

IS = Infarct Size

IVS;d = Intraventricular septum diameter

LAD = Left anterior descending coronary artery
LD = Lowdose

LV = Linker Ventrikel

M = Molaritat

MI = Myokardinfarkt

MiR05 = Mitochondiral respiration medium
NCD = Normal chow diet

PED = Post-enddiastolischer Druck

PES = Post-endsystolischer Druck

PI3K = Phosphoinositid 3-Kinase

ROS = reactive oxygen species
SGLT2-Inhibitor = Natrium-Glucose-Transporter-2-Inhibitor
SV = Schlagvolumen

TTC = 2, 3, 5- Triphenyltetrazolium-Chlorid

T2D = Diabetes Mellitus Typ 2
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Einleitung

1. Einleitung

Der Typ 2 Diabetes Mellitus (T2D) zeichnet sich als komplexes Krankheitsbild aus,
welches durch eine gestorte Insulinsekretion sowie eine Insulinresistenz von insulin-
sensitivem Gewebe gekennzeichnet ist’. Die Pravalenz von Herzerkrankungen ist un-
ter Diabetikern erhoht: So zeigte eine Meta-Analyse aus 2010 ein deutlich erhdhtes
Hazard Ratio fur die koronare Herzkrankheit, den ischamischen Schlaganfall sowie
andere vaskulare Todesursachen bei Diabetikern?. Die Inzidenz von Herzinsuffizienz
(HF) ist bei T2D-Patienten ebenfalls um ein Vielfaches erhoht®. So weisen in etwa 28%
der T2D-Patienten eine HF auf, wobei die HF mit erhaltener Ejektionsfraktion (HFpEF)

den GrofRteil der diabetischen HFs ausmacht?.

Glucagon-like peptide (GLP)-1-Rezeptoragonisten (GLP1-RAs) sind bewahrte Medi-
kamente fur Patienten mit T2D und werden als Erstlinientherapie neben Metformin
oder SGLT2-Inhibitoren (Natrium-Glukose-Transporter-2-Inhibitoren) empfohlen®.
GLP-1-RAs konnten zeigen, dass sie das Auftreten kardiovaskularer Endpunkte redu-
zieren und die Diabeteskontrolle bei Patienten mit T2D verbessern®. Einer der Haupt-
grunde fur die hohe antidiabetische Wirksamkeit dieser Medikamentenklasse ist der

Gewichtsverlust bei den behandelten Patienten’.

Es lasst sich jedoch ableiten, dass der Gewichtsverlust allein nicht der einzige Grund
fur eine Verbesserung der Herzfunktion zu sein scheint, sondern ebenfalls eine er-
héhte Translokation von GLUT4 an die Zelloberflache eine bessere Energieversor-

gung der Kardiomyozyten gewahrleisten kanng.

1.1 Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus lasst laut des Fachausschusses flr Berufspraxis der Amerikanischen
Diabetesassoziation® sich in verschiedene Subformen kategorisieren: Klinisch werden
hauptsachlich 4 Subtypen von Diabetes Mellitus differenziert. Der Typ-1-Diabetes be-
schreibt dabei eine absolute Insulinresistenz, welche in der Regel durch ein autoim-

munes Geschehen ausgeldst wird und mit hoher Wahrscheinlichkeit in der Kindheit
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bzw. in der Jugend auftritt, wohingegen der Typ-2-Diabetes eine Insulinresistenz be-
schreibt, welche meist in einem spateren Lebensabschnitt auftritt und eng mit dem
Lebensstil assoziiert wird. In die Klasse des Typ-3 Diabetes fallen verschiedene spe-
zifische Subtypen, unter anderem Erkrankungen des exokrinen Pankreas, neonataler
Diabetes, infektions-/oder medikamentenbedingter Diabetes sowie Altersdiabetes bei
jungen Menschen (maturity-onset diabetes of the young; MODY). Der Typ-4-Diabetes
wird klinisch als Gestationsdiabetes klassifiziert, welcher nach Austragung der
Schwangerschaft in der Regel ricklaufig. ist, jedoch im weiteren Lebensverlauf ein

erhohtes Risiko besteht, an T2D zu erkranken®1°,

Um der Heterogenitat der Krankheitsatiologie gerechter zu werden, sind in der Wis-
senschaft weitere Ansatze zur Einteilung des Diabetes Mellitus diskutiert, wie die Ein-
teilung in funf verschiedene Cluster: Severe autoimmune diabetes (SAID) — schwerer
Autoimmundiabetes; Severe insulin-deficient diabetes (SIDD) — schwerer Insulinman-
gel-Diabetes; Severe insulin-resistant diabetes (SIRD) — schwerer insulinresistenter
Diabetes,; Mild obesity-related diabetes (MOD) — milder, mit Fettleibigkeit assoziierter
Diabetes; sowie Mild age-related diabetes (MARD) — milder alters-assoziierter Diabe-

tes™.

Laut einer Studie aus dem Jahr 2021 gilt der T2D gilt als Krankheit mit einer Pravalenz
von 6,1%, was einer absoluten Zahl von 529 Millionen erkrankten Menschen ent-
spricht. Die Autoren beschreiben zudem einen stetigen Anstieg der T2D-Pravalenz auf
der ganzen Welt: Die Prognosen legen nahe, dass bis zum Jahr 2050 tber 1,3 Milliar-

den Menschen an T2D erkrankt sein werden2.

Die T2D-Pravalenz in Deutschland liegt bei 9,5% (Stand 2015), wobei hier ein deutli-
ches Gefalle zwischen West- und Ostdeutschland zu verzeichnen ist (11,5% in Ost-
deutschland vs. 9% in Westdeutschland)'3.

Atiologisch gilt der T2D als multifaktoriell: Die Risikofaktoren des T2D lassen sich in
nicht-modifizierbare Risikofaktoren (Alter, familiare Disposition, Ethnie, stattgehabter
Typ-3-Diabetes, Polyzystisches Ovar Syndrom) sowie modifizierbare Risikofaktoren
(Ubergewicht, korperliche Inaktivitdt, Metabolisches Syndrom, Emahrung, diabeto-
gene Medikamente, Depression, niedriger soziodkonomischer Status und weitere) ein-

teilen.
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1.1.1 Physiologische Grundlagen und die Wirkung von Insulin

Ursache des T2D stellt eine Insulinresistenz dar. Bei nicht-erkrankten Menschen ge-
langt das aus dem Pankreas ausgeschuttete Insulin Uber den Insulin Rezeptor an die
jeweilige Zielzelle; dort wird Uber die Insulin-Rezeptor Substratproteine 1/2 (IRS1/2)
die Lipidkinase PI3K und Akt (Ak strain transforming) ein Signal fur multiple zellulare
Veranderungen ausgeldst, sodass vermehrt GLUT4 auf die Zelloberflache transportiert
wird'®. Die GLUT4 ermdglichen nun eine Diffusion von Glukosemolekiilen aus dem
Blut in die Zielzelle, was sowohl eine Senkung des Blutzuckerspiegels als auch die

Energieversorgung der Korperzellen gewahrleistet'®.

Die Translokation wird Uber die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) und Akt/Erk (Ak-
Stamm transformierende/extrazellulare signalregulierte Kinasen)'” und Rac1/ROCK
(Ras-verwandtes C3-Botulinumtoxin-Substrat 1/Rho-assoziierte Proteinkinase)'® und

RABs (Ras-verwandt im Gehirn)'® vermittelt.

Mechanistisch wird der T2D aufgrund der bestehenden Insulinresistenz mit einer ver-
ringerten Expression des Glukosetransporters 4 (GLUT4) in Verbindung gebracht'”.
Laut Szablewski® stellt der GLUT4 ebenfalls den entscheidenden Glukosetransporter
in Kardiomyozyten fur die Glukoseaufnahme und Glykolyse im erwachsenen Herzen
dar: Unter normalen Bedingungen erzeugen Kardiomyozyten ihre Energie hauptsach-
lich durch den Verbrauch freier Fettsduren und nur zu einem geringen Teil durch den
Glukosestoffwechsel. Unter ischamischen Bedingungen steigt jedoch die Bedeutung
der Glykolyse und der GLUT4-Oberflache, was eine substratabhangige Energieerzeu-

gung ermaglicht®.

1.1.2 Diabetes Mellitus als Risikofaktor fur kardiovaskulare Erkrankungen

Die Insulinresistenz im nicht therapierten T2D flhrt zu Hyperinsulindmie, Inflammation,
Adipokinauschuttung sowie Dyslipidamie, was eine Tumorinitiation, -progression oder
-metastasierung sowie Erkrankungen der Leber zur Folge haben kann?°. Als wichtige
Komorbiditat des T2D sind jedoch vor allem Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Sys-
tems zu nennen (Cardiovascular disease; CVD): Zu den CVDs zahlen generell die

koronare Herzkrankheit (KHK), zerebrovaskulare Erkrankungen, rheumatische Herz-
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erkrankungen sowie weitere Zustande?', wobei der T2D vor allem mit dem Tod jegli-
cher Ursache, mit einem akuten Myokardinfarkt (Ml), mit einem Schlaganfall sowie mit
einer HF in Verbindung steht?24. Hierbei gilt erneut zu erwahnen, dass perspektivisch
eine Zunahme der Pravalenz von T2D besteht'2. Durch den beschriebenen Zusam-
menhang zwischen T2D und kardiovaskularen Erkrankungen?3 ist anzunehmen, dass
innerhalb der nachsten Jahre ein Anstieg von kardiovaskularen Erkrankungen, ein-

schlief3lich der HF, zu verzeichnen sein wird.

Bereits im Jahre 1996 haben Howard et al. aufgezeigt, dass ein hoheres Level an
Insulinresistenz mit Atherosklerose assoziiert ist?3. Die zugrundeliegende Pathophysi-
ologie wird von Vlassara und Uribarri zusammengefasst: Aufgrund der Hyperglykamie
entsteht vermehrt oxidativer Stress an den Kardiomyozyten. Der langfristig erhdhte
Blutglukosespiegel begulinstigt die Entstehung von Advanced Glycation End Products
(AGEs), welche Komplikationen an den GefalRwanden bewirken kénnen?*. Weitere Ri-
sikofaktoren wie erhdhtes Plasmacholesterin, Bluthochdruck, Rauchen, mannliches
Geschlecht sowie erhoéhte Entzlindungsparameter gelten hierbei ebenfalls als athero-

gene Stimuli?®,

Die Hauptkomplikation der Atherosklerose stellt die KHK, mit ihrer Maximalform dem
Myokardinfarkt, dar?6. Weiterhin ist bekannt, dass T2D-Patienten ein mindestens zwei-

fach erhohtes Risiko fir Tod durch kardiovaskulare Ereignisse besitzen?”.

Die Entstehung der HF durch T2D wird durch eine verringerte Translokation des
GLUT4 auf die Zelloberflache der Kardiomyozyten erklart?®. Durch die unzureichende
Glukoseversorgung werden vermehrt Fettsauren durch Oxidation zur Energieversor-
gung genutzt; diese Metabolite wirken lipotoxisch und fuhren zu pathologischem kar-
dialen Remodellierung sowie Apoptose der Kardiomyozyten und somit zu kardialer
Dysfunktion?®.

1.1.3 Diabetisches Mausmodell und GLUT4

In Vorstudien wurde aufgezeigt, dass Mause mit einem Mangel an GLUT4, der spezi-
fisch fur Kardiomyozyten ist, nach einer Ischamie in Langendorff-perfundierten Herz-
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modellen eine schlechtere kardiale Erholung zeigen; zudem entwickeln die Mausher-
zen eine systolische sowie diastolische Dysfunktion bei Ischamie3?. Umgekehrt ver-

besserte die Induktion der GLUT4-Translokation die kardiale Erholung 73132,

Bei T2D-Erkrankungen ist der myokardiale Stoffwechsel aufgrund einer verminderten
Expression von GLUT4 in Kardiomyozyten verandert333428, Im nicht-diabetischen
Stoffwechsel wird zwar eine vermehrte Translokation von GLUT4 der Kardiomyozyten
durch eine Ischamie induziert®®, jedoch wurde ebenfalls gezeigt, dass die durch Ischa-

mie induzierte Zunahme von GLUT4 bei diabetischen Mausen abgeschwacht ist.

Aktuell existieren verschiedene Ansatze fur das diabetische Mausmodell. Hier sind vor
allem das STZ (Streptozotocin), das NZO (New Zealand Obese), das db/db und das

ob/ob sowie das DIO-Mausmodell zu nennen:

STZ ist ein Glucosamin-Nitroharnstoff, welcher aufgrund seiner chemischen Ahnlich-
keit zu Glucose uUber den GLUT 2 in das Pankreas aufgenommen wird und dort zu

einer Zerstorung der Beta-Zellen fiihrt und somit einen Diabetes Mellitus auslost?’.

NZO-Mause stellen ein polygenetisches Modell des Typ-2-Diabetes mit Betazellver-
lust, verringerter Glucose-Toleranz sowie Ubergewicht dar und zeichnen sich dartiber
hinaus bereits durch ein hoheres Geburtsgewicht aus; zudem kommt es bei diesen
Mausen nahezu vollstandig zur Manifestation eines Typ-2-Diabetes nach 16 bis 20

Wochen postpartal, allerdings nur bei den mannlichen Tieren38.

Die als "db/db"- und "ob/ob"-Mause bezeichneten Mause weisen genetisch veranderte
Leptinrezeptoren auf, die infolge von Mutationen einen Funktionsverlust erfahren; die
daraus resultierende, als starkes Ubergewicht charakterisierte Stérung ist mit diversen
metabolischen Veranderungen verbunden, insbesondere Hyperglykamie und Hyper-

insulindmie3°.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde bewusst das DIO-Mausmodell verwendet, da dieses
das Frihstadium des T2D am besten abbildet*°. Zudem &hnelt die Atiologie der T2D-
Entstehung am ehesten der Realitat. Die Funktionsweise des DIO-Modells wird an an-

derer Stelle innerhalb dieser Dissertation diskutiert.
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1.2 GLP1-Agonisten

GLP1-Rezeptoragonisten stellen eine Medikamentengruppe dar, die zur Senkung des
Blutzuckerspiegels und somit zur Diabetestherapie zugelassen wurde. Es sind ver-
schiedene Wirkstoffe auf dem Markt (Exenatid, Semaglutid, Liraglutid, Lixisenatid, Al-
biglutid, Dulaglutid)*'. Die Studienlage zu den verschiedenen GLP1-RAs zeigt vielver-
sprechende antidiabetische Wirkung*?, jedoch sind, neben der Therapie des T2D,
auch weitere positive Effekte aufgefallen, wie beispielsweise die Gewichtsreduktion

durch Semaglutid*3.

1.2.1 Wirkweise von GLP1-Agonisten

GLP1 ist ein im Korper natlrlich vorkommendes Hormon, welches bei Nahrungsauf-
nahme aus enteroendokrinen L-Zellen aus dem Gastrointestinaltrakt in die Blutbahn
abgegeben wird*. GLP1 erfillt im Kérper diverse Funktionen: Es verlangsamt die Ma-
genentleerung, erhoht die Glukoseaufnahme in Muskel- und Fettgewebe, verringert
die Glukoseproduktion in der Leber, verringert durch neuronale Wirkmechanismen den
Appetit und zeigt ebenfalls eine neuroprotektive Wirkung*®. Hervorzuheben ist die Wir-
kung von GLP1 am Pankreas: Dort wird die Insulinproduktion und -sekretion der Beta-
Zellen glukoseabhangig erhoht, wodurch dessen Wirkung bei Normoglykémie aus-
bleibt. Weiterhin fuhrt GLP1 zu erhdhter Beta-Zellproliferation und verringert Beta-

Zellapoptose*®.

Die Insulinsekretion in den Beta-Zellen des Pankreas beruht auf einem Depolarisati-
onsmechanismus, welcher durch Prentki et al. dargestellt wird: Glukose gelangt Uber
den insulinunabhangigen GLUT-2 in die Beta-Zellen. Innerhalb der Zelle wird Glukose
zu ATP (Adenosintriphosphat) umgewandelt. Durch den Anstieg von ATP entsteht ver-
mehrt Adenylatcyclase und somit Proteinkinase A, welche nun einen auswarts gerich-
teten Kaliumkanal blockiert. Durch den verringerten Ausfluss von Kalium aus der Zelle
kommt es zur Depolarisation der Zelle. Durch diese Depolarisation werden spannungs-
gesteuerte Calciumkanale gedffnet, sodass Calcium aus dem extrazellularen Raum in
die Zelle stromt und dort fiir eine Ausschiittung der Insulingranula sorgt*’. GLP1 ver-

starkt den genannten Effekt, indem es durch Bindung an den GLP1-Rezeptor an der
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Beta-Zelloberflache die Bildung von Adenylatcyclase verstarkt und somit mehr Pro-
teinkinase A gebildet werden kann*®. Da dieser Mechanismus glukoseabhangig ist, tritt

die glukosesenkende Wirkung von GLP1 nur bei Anwesenheit von Glukose auf*°.

Die Medikamentenklasse der GLP1-Agonisten wird hierbei in der Regel subkutan ap-
pliziert®. Die Haufigkeit richtet sich nach der Substanz: Exenatid (Byetta) wird bei-
spielsweise zweimal taglich appliziert, Semaglutid hingegen einmal wdchentlich. Der
kurzwirksamste GLP1-Agonist stellt Exe (Byetta) mit einer HWZ (Halbwertszeit) von
zwei bis drei Stunden dar und sollte somit zwei Mal taglich appliziert werden. Die
langste Wirkdauer besitzt Semaglutid mit einer HWZ von 13 Stunden bis sieben Ta-
gen, weshalb es einmal wdchentlich injiziert werden soll. Ein Beispiel fur ein mittel-
langes Wirkspektrum mit einmal taglicher Injektion stellt zum Beispiel Liraglutid dar.
Die genannten Haufigkeiten der jeweiligen Injektionen sowie die Wirkdauer der ver-
schiedenen GLP-1-RA lassen sich aus Gentilella et al.>" entnehmen. AuRerdem ist

ebenfalls orales Semaglutid auf dem Markt verfligbar®2.

Mégliche Nebenwirkung der Therapie mit GLP1-Agonisten sind Ubelkeit, Magen-
Darm-Beschwerden, Kopfschmerzen, Reaktionen an der Einstichstelle, Gewichtsre-
duktion sowie ein erhdhtes Hypoglykamierisiko bei Kombinationstherapie mit anderen

Antidiabetika sowie eine selten beschriebene Pankreatitis*!.

1.2.2 GLP1-Agonisten zur Gewichtsreduktion

GLP1-Agonisten sind in den letzten Jahren vor allem durch ihren Effekt bezlglich einer
Gewichtsreduktion aufgefallen, weshalb es zeitweise zu Lieferengpassen flr die Me-
dikation kam®3. Nach der S3-Leitlinie der Deutschen Adipositas Gesellschaft ist der
GLP-1 Agonist Semaglutid (Ozempic) zur Therapie der Adipositas in Deutschland zu-
gelassen; es konnte gezeigt werden, dass Semaglutid eine Senkung der Plasmalipide
sowie des systolischen Blutdrucks induzierte und Entziindungen reduziert wurden®4.
Nach aktueller S3-Leitlinie soll eine medikamentdse Therapie der Adipositas jedoch
,hur in Kombination mit einer multimodalen Basistherapie zur Gewichtsreduktion
durchgefiihrt werden“>*. Hierbei scheint es unerheblich, ob ein diabetischer Phanotyp
vorliegt, da sowohl in Studien mit T2D-Patienten®®, als auch mit nicht-Diabetikern5®

eine signifikante Verringerung des Kdrpergewichts festgestellt wurde.
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1.2.3 GLP1-Agonisten zur Behandlung von kardiovaskularen Erkrankungen

Aus den grof’en randomisierten kontrollierten Studien lasst sich ableiten, dass bei den
verfugbaren GLP1-Rezeptoragonisten unterschiedliche Potenziale zur Reduzierung
kardiovaskularer Ereignisse, einschlie8lich HF, existieren. In der ELIXA-Studie wurde
Lixisenatid bei Patienten mit T2D und einem kurzlich aufgetretenen akuten Koronar-
syndrom untersucht. Es zeigte sich kein Unterschied in der Haufigkeit schwerwiegen-
der kardiovaskularer Ereignisse einschlieRlich HF®’. In der LEADER-Studie wurde die
Wirkung von Liraglutid analysiert. Hier konnte eine Reduktion der kardiovaskular be-
dingten Todesfalle nachgewiesen werden. Die Rate der Krankenhauseinweisungen
aufgrund von HF wurde nicht signifikant reduziert®®. Eine Subanalyse fiir Patienten mit
und ohne HF in der Vorgeschichte konnte zeigen, dass beide Gruppen von der Be-
handlung mit Liraglutid profitierten®®. Dulaglutid (untersucht in REWIND®°) und Efpeg-
lenatid (Amplitude O8') konnten kardiovaskulare Endpunkte in ahnlicher Weise redu-
zieren. Daten der SELECT-Studie (Semaglutid) zeigten eine Reduktion der Mortalitat
und der wichtigsten kardiovaskularen Endpunkte bei adipdsen Patienten auch ohne
T2D62. In der SUSTAIN-6-Studie (ebenfalls Semaglutid) wurde jedoch auch bei T2D-
Patienten eine starke Schutzwirkung nachgewiesen, da bei den behandelten Patienten
niedrigere Raten von kardiovaskularen Todesfallen, nicht todlichen Myokardinfarkten
oder nicht tédlichen Schlaganfallen verzeichnet wurden, die Anzahl der Krankenhaus-
einweisungen aufgrund von HF war jedoch, im Vergleich zur Placebogruppe, gleich
hoch®3. Im Gegensatz dazu konnte in der PIONEER-6-Studie Semaglutid als orale Me-

dikation keine Uberlegenheit gegeniiber eines Placebo zeigen®2.

Exe-Behandlung wurde in EXSCEL mit einmaliger schwacher Behandlung bei Patien-
ten mit T2D auf kardiovaskulare Ergebnisse untersucht. In dieser Kohorte gab es kei-

nen klinischen Nutzen durch die Exe-Behandlung®4.

1.2.4 Der GLP-1 Agonist Exenatid

Exenatid (Wirkstoff: Exendin-4) wurde in dem Speichel von Gila monster (Heloderma
suspectum) entdeckt, wird als Medikament jedoch synthetisch hergestellt® und ist ein
aus 39 Aminosauren bestehendes Peptid®. Das kurzwirkende Exe(=Byetta) besitzt
eine Plasma-Halbwertszeit von 2,4 Stunden und eine Wirkdauer von ca. 13 Stunden®’,

wahrend das langwirkende Exe einmal wochentlich injiziert wird®'.
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In einer grof3en klinischen Studie des wochentlich applizierten Exe zur Auswirkung auf
das kardiovaskulare Outcome (EXSCEL-Studie®*) zeigte sich eine signifikante Verrin-
gerung des HbA1C, des Korpergewichts, des systolischen Blutdrucks sowie der Herz-
frequenz unter Exe-Injektion. Dennoch zeigte sich unter Exe kein signifikant besseres
Outcome bezlglich des Todes an jeglicher Ursache, des Todes durch kardiovaskulare

Geschehnisse sowie bezuglich der Hospitalisierung durch Herzversagen.

Aus Vorstudien ist bekannt, dass Exe auch die Translokation von GLUT4 an die Zell-
oberflache erhoht'”. Darliber hinaus gibt es Hinweise darauf, dass Exe auch eine Ak-
tivierung der Adenosinmonophosphatkinase (AMPK) bewirkt®8. AMPK ist in Kardiomy-

ozyten als ein Faktor bekannt, der die Translokation von GLUT4 erhoht®9,

1.2.5 Exenatid bei einem Myokardinfarkt

In einer weiteren Studie zu Exe zeigte eine retrospektive Analyse von uber 39.000
Patienten, dass die Inzidenz von Myokardereignissen, Krankenhausaufenthalten auf-
grund von Myokardereignissen und Krankenhausaufenthalten aus anderen Grinden

bei Exe signifikant niedriger war?®.

In einigen Studien bezlglich einer Wirkung von Exe auf die Infarktgro3e konnte gezeigt

werden, dass Exe Effekte auf die InfarktgroRe nach einem MI haben kann”'-72,

1.3 Ziel dieser Arbeit

Es ist von groRer klinischer und sozio-Okonomischer Relevanz, sowohl das Auftreten
als auch die Therapie kardiovaskularer Erkrankungen bei T2D-Patienten eingehend zu

untersuchen.

GLP1-Agonisten haben einen komplexen Wirkmechanismus, der tber ihre antidiabe-
tischen Eigenschaften hinausgeht. Exenatid scheint kardioprotektive Effekte im Sinne
einer InfarktgroRenreduktion sowie einer Erhéhung des GLUT4 zu haben, wie friihere
Studien in nicht-diabetischen Tiermodellen gezeigt haben. Diese Eigenschaft macht
Exe zu einem vielversprechenden Kandidaten fur die Untersuchung seiner Wirkung in

diabetischen Modellen mit kardiovaskularen Komplikationen.
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Ziel dieser Arbeit ist es, die kardioprotektiven Eigenschaften von Exe im diabetischen
Mausmodell zu analysieren. Die Untersuchung konzentriert sich auf folgende Frage-
stellungen: 1) Exe-Wirkung vor Myokardinfarkt: Untersuchung der kardioprotektiven
Effekte im lebenden diabetischen Mausmodell. 2) Exe-Wirkung nach Myokardinfarkt:
Analyse der kardioprotektiven Effekte im lebenden diabetischen Mausmodell. 3) Un-
tersuchung an isolierten Herzen: Vergleich der kardioprotektiven Effekte von Exe an
isolierten diabetischen und nicht-diabetischen Mausherzen. Hierbei wurde jeweils un-
tersucht, ob Exe eine T2D induzierte HF sowie die Infarktgréfe und das funktionelle
Outcome nach Ml (in- und ex-vivo) beeinflusst. Zur Beurteilung mdglicher Mechanis-
men wurde im Rahmen weiterer Arbeiten der Arbeitsgruppe eine Assoziation der

GLUT4 Expression und der mitochondrialen Funktion hergestellt.

GLP1-Agonisten haben bereits einen hohen Stellenwert in der Behandlung des T2D.
In dieser Arbeit wird untersucht, ob die Behandlung mit Exe bei T2D-Patienten mit er-
héhtem kardiovaskularem Risiko oder bereits bestehender kardiovaskularer Erkran-
kung Vorteile gegenluber anderen Therapien bietet. Die Ergebnisse konnten dazu bei-
tragen, die Behandlung von T2D gezielt zu optimieren und gleichzeitig kardiovaskulare

Komplikationen effektiv zu reduzieren.



Material und Methoden 11

2. Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Um die kardioprotektiven Eigenschaften von Exe zu untersuchen, wurden murine Ver-
suche durchgefluhrt. Die Versuche lassen sich in einen Ex-Vivo Teil und einen In-Vivo
Teil unterteilen. Der Ex-Vivo Teil beschreibt einen induzierten Infarkt nach Tétung der
Maus und Herzexplantation bei unbehandelten Mausen: Zunachst wurden die Mause
fur 24 Wochen mittels High-Fat Diet (HFD) gefuttert. Hierauf erfolgten die Tétung und
Herzentnahme der Mause. Die Herzen wurden im Langendorff Apparatus perfundiert.
Mithilfe des Langendorff Apparatus wurden die Herzen in globale Ischamie versetzt
und die Erholung nach dem Infarkt gemessen. Darauffolgend wurde die InfarktgroRe
mittels TTC-Farbung (2, 3, 5- Triphenyltetrazolium-Chlorid-Farbung) analysiert. Insge-
samt wurden folgende Subgruppen miteinander verglichen: NCD (Normal Chow Diet)
-Kontrollgruppe, NCD-Mause mit Exe-versetztem Perfusat, DIO-Mause sowie DIO-
Mause mit Exe-versetztem Perfusat in geringen und hohen Dosierungen. Insgesamt
wurden ausschlieBlich mannliche Mause des Typs C57BL/6 verwendet, welche wir

durch Bestellung bei Janvier erhielten. (Abb. 1)

24 weeks HFD '
12w 36w Ex-Vivo
Ischemia
w/o Exe

Abb. 1: Grafische Darstellung der Ex-Vivo Experimente (Die Abbildungserstellung erfolgte mithilfe

der Internet-Anwendung ,Biorender®)

Im Rahmen des In-Vivo Teils wurden die Mause zunachst fir 16 Wochen mittels HFD
gefuttert. Anschlielend wurde, zusatzlich zur weitergefihrten HFD, fur weitere acht

Wochen Exe (1 mmol/kg; alle 2 Tage intraperitoneal; Dosierung gemaR Park et al.”
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und gemafl Mansur et al.”*) verabreicht. Die Mause hatten bei Versuchsstart ein Alter
von 10-12 Wochen, weshalb die Versuche bei einem Mausalter von 36 Wochen been-
det waren. Die mit Exe behandelten DIO-Mause sowie unbehandelte DIO-Mause wur-
den zunachst mittels Echokardiografie untersucht. Hierfir wurden die Mause zuvor
mittels Isofluran narkotisiert. Hierdurch konnte ein Ultraschall der Mausherzen in ver-
schiedenen Ebenen aufgenommen werden. Hierbei waren die systolische- sowie di-

astolische Funktion und die strukturellen Herzparameter von Bedeutung.

Nach Erhebung der echokardiografischen Basis-Werte wurde die LAD far 30 Minuten
operativ verschlossen und daraufhin wiedererdffnet. Nach 24h Reperfusion erhielten
die Mause eine erneute Echokardiografie. Die behandelten sowie unbehandelten DIO-
Mause wurden nun hinsichtlich systolischer und diastolischer Herzfunktion sowie

strukturellen Parametern jeweils vor und nach der Operation untersucht (Abb. 2A).

Zusatzlich wurden weitere mit Exe behandelte DIO-Mausherzen mittels Langendorff-
Apparatus perfundiert und eine globale Ischamie induziert. Die Auswertung erfolgte
entsprechend dem Protokoll der Ex-Vivo Experimente. Ziel dieses Experimentes war
der Vergleich zwischen einer systemischen Exe-Wirkung und der isolierten Wirkung
von Exe auf das Myokard (Abb. 2B).

A

oE*e“a\
I 24weeksHiD d ‘
a e
w‘ys

36w

',
Wag. ﬂ't,o.
Ex-Viva

W3g
Ischemia

Infarction

Abb. 2: Grafische Darstellung der In-Vivo Experimente; A) Versuchsaufbau Echokardiografie sowie
B) Versuchsaufbau Langendorff-Apparatus (Die Abbildungserstellung erfolgte mithilfe der Internet-An-

wendung ,Biorender®)
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Am Ende der Versuchsreihe wurden die Mause mittels finaler Narkose getotet und eine
Herzentnahme durchgeflhrt. Teile des Herzens wurden zu weiterer Untersuchung mit-
tels Western Blot sowie OROBOROS hinsichtlich Genexpression sowie Mitochond-
rienaktivitat analysiert. Anhand des Ubrigen Herzens wurde die TTC-Farbung be-
stimmt. Die zusatzliche Entnahme von Blut, Aorta, Leber, Skelettmuskel sowie Tibia
wurde zum Biosampling durchgefuhrt. Weiterhin wurde eine Gruppe von Exe-behan-
delten Mausen ohne vorherige Operation getotet und es wurde, analog zu den ope-

rierten Tieren, eine Organentnahme durchgeflhrt.

2.2 Genehmigung des Versuchsvorhabens

Das Projekt erhielt die Genehmigung zur Durchfuhrung von der Bezirksregierung Dus-
seldorf (Aktenzeichen: 81-02.04.2021.A218). Der Nachweis der erfolgreich absolvier-

ten Schulung ,Versuchstierkundliche Einfuhrung® ist dem Addendum beigeflgt.

2.3 Versuchstiere, Zucht- und Haltungsbedingungen

Die Versuche basierten auf den mannlichen Mausen der Gattung C57BL/6, die von
Janvier Labs (Saint-Berthevin, Frankreich) bezogen wurden. Wahrend der Haltungs-
phase befanden sich die Tiere in Makrolon-Kafigen Typ Il (350 cm?). Zur Einstreu
wurde entstaubtes Weichholzgranulat verwendet. Die Tiere wurden mit dem Zuchtfut-
ter M-Zucht der Firma sniff® oder im DIO-Modell entsprechendes HFD-Futter sowie
mit ozonisiertem, mit HCI angesauerten Wasser (pH=2,8-3) versorgt. Die Temperatur
der Raumlichkeiten lag konstant bei 22 £ 2 °C und die Luftfeuchtigkeit bei 55 + 5 %.
Es erfolgten 12-20 Luftwechsel pro Stunde, wobei Luftzusammensetzung, Luftdruck
und elektrische Ladung konstant gehalten wurden. FlUr Ruckzugs- und Nestbaumog-

lichkeiten wurde autoklavierter Zellstoff in die Kafige gegeben.

Einmal pro Woche wurden die Mause in saubere Kafige umgesetzt und dabei auf An-
zeichen von Krankheiten oder Verletzungen untersucht. Die Mause, die mit Exe be-
handelt wurden, erhielten montags, mittwochs und freitags intraperitoneal 1 mmol/kg

Exe.



Material und Methoden 14

Im Rahmen des Diabetischen Mausmodells wurden ebenfalls mannliche Mause der
Gattung C57BL/6J verwendet. Die Bedingungen fur diese Mausgruppe war identisch
zu den NCD-Mausen mit der Ausnahme des Futters: Die Mause wurden mit einer High-
Fat-Diet (Sniff, S7200-E010, F1850, 60KJ% fat, 24% Sucrose) ad libitum gefittert. Es
erfolgte einmal wdchentlich eine Eintragung in Score-Sheets, um den Zustand der
Mause zu objektivieren. Ein hoher Score zeigte eine hohe Belastung fur das Tier an,

sodass aus tierschutzrechtlichen Grinden eine Euthanasie durchgefuhrt wurde.

Nach der Operation wurden die Tiere einzeln gehalten, um zu verhindern, dass sie
sich gegenseitig die Nahte entfernen. Sie erhielten weiterhin ad libitum das Sniff®-

Haltungsfutter, bzw. eine High-Fat-Diet.

Die Raume waren von 07:00 bis 19:00 Uhr (MEZ) mit 200 Lux beleuchtet. Die posto-
perative Versorgung, einschliel3lich Gewichtskontrolle, Nahtkontrolle, sowie Verabrei-
chung von Schmerzmedikation und Glukoselésung erfolgte in speziellen Stationen mit

Luftabzug. Bei der Handhabung der Tiere wurde stets Schutzkleidung getragen.

2.3 Langendorff-Versuche

Fir die Experimente am Langendorff-perfundierten Herzmodell wurde das Modell der
Firma (Hugo Sachs) verwendet. Das zuvor entnommene Herz wurde zunachst Uber
die Aorta auf einer Perfusionskanile fixiert, welche darauffolgend an dem Langendorff-
Gerat angebracht wurde. So wurde das Herz retrograd Uber die Aorta mit Pufferlésung
versorgt, was zu einem erneuten Herzschlag fuhrte. Die Pufferldsung wurde zuvor in
einem Warmebad auf 37 Grad Celsius erwarmt und mittels Umwalzpumpe und Schlau-
chen dem Langendorff-Gerat zugefuhrt. Die Perfusionskanile mitsamt dem Herzen
waren hierbei von einer doppelwandigen Kammer umgeben, welche ebenfalls mit 37
Grad Celsius erwarmt wurde, um die Umgebungstemperatur des Herzens konstant zu
halten. Diese Kammer konnte er6ffnet und verschlossen werden, um Arbeiten an dem
Herzen vorzunehmen. Abtropfender Puffer wurde innerhalb dieser Kammer aufgefan-
gen und mittels eines Ablaufschlauches in einen Ablaufbehalter beférdert. Nun wurde
ein selbst hergestellter Ballon Uber ein zuvor erdffnetes Loch in die linke Herzkammer
implementiert. Der mit destilliertem Wasser gefullte Ballon wurde Uber ein Schlauch-

system mit einem Druckmesser verbunden. Nun konnte Uber den angeschlossenen
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Computer eine Druckkurve des linken Ventrikels abgelesen werden. Erfasst wurden
hierbei der Endsystolische Druck (PES), der Enddiastolische Druck (PED), die Druck-
differenz zwischen Systole und Diastole (DP), die Geschwindigkeit der Kontraktion
(DPmax) sowie Relaxation (DPmin), der maximale Durchfluss durch die Koronarien
(Flow) und die Herzfrequenz (HF). Die Herzfrequenz wurde bei allen Versuchen mittels

Pacer konstant bei 600 Schlagen pro Minute gehalten, um eine identische Ausgangs-

lage fur alle Herzen zu schaffen.

Abb. 3: Darstellung des Langendorff-Apparatus

Vorbereitung der Langendorff-Versuche

Am jeweiligen Vortag der Versuche wurde der Puffer fir die Experimente hergestellt.
HierfUr wurden die in Tabelle 1 aufgefihrten Mengenangaben mit jeweils zwei Liter
Millipor-H20 (der Firma Merck, Gerat Milli-Q-7000) abgewogen und mittels Ruhrfisch

aufgeldst und anschlie®end fur 15 Minuten begast, um einen pH-Wert von 7,4 zu er-
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reichen. Hierbei war darauf zu achten das Calciumchlorid erst nach der Begasung hin-
zuzugeben, da dieses bei zu sauren pH-Werten ausfallen und die Koronarien ver-
schliefen wurde. Im Anschluss wurde die Losung durch Filterpapier mittels Vakuum-
Talle filtriert, um Unreinheiten und groRere Partikel innerhalb der Lésung zu vermei-

den. Die L6sung wurde bis zum Folgetag bei 4 Grad Celsius gelagert.

Substanz Konzentration in Gramm (g)/Molaritat (M)
/ Firma

NaCl (Natriumchlorid) 13,89/118mM / KMF

KCI (Kaliumchlorid) 0,7g/4,7mM / Merck

MgSo4 x 7 H20 (Magnesiumsulfat) 0,49/0,8mM / Sigma

KH2PO4 (Kaliumphosphat) 0,32g/1,2mM / Merck

NaHCO3 (Natriumhydrogencarbonat) | 4,189/25mM / Merck

Glukose, wasserfrei 1,89/5,0mM / Sigma
NaPyruvat (Natriumpyruvat) 0,44g/110mM / Sigma
CaCl2 x 2 H20 (Calciumchlorid) 0,749/2,5mM / Sigma
Gas
Carbogen e 5% CO2

e 95% 02
Gerate
Heiz-/Magnetrihrer IKAMAG RET-GS
Waage Sartorius BP 210 D

Tabelle 1: Verwendete Materialien bei der Herstellung Langendorff-Puffers

Vorbereitung am Versuchstag

Zunachst wurden das Langendorff-Gerat, das Warmebad, der Pacer sowie der Com-
puter angeschaltet und die entsprechende Software (HSE Isoheart Software) gestar-
tet. Der Aortendruck des Gerates wurde auf 100mmHg eingestellt. Der hergestellte
Puffer wurde in das entsprechende doppelwandige Behaltnis geflillt und durch das

Warmebad mittels Zu- und Ablaufschlauchen auf 37 Grad erwarmt. Die Umwalzpumpe
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wurde auf 3,5mL/min eingestellt. Der Puffer wurde mittels Zulaufschlauch konstant mit
Carbogen begast, um einen konstanten pH-Wert von 7,4 zu erhalten. Wahrend auf das
Aufwarmen des Puffers gewartet wurde, wurde das Gerat mit destilliertem Wasser fur
10 Minuten gespult, um Gerat und Schlauche zu reinigen. Mit Erreichen der Zieltem-
peratur wurde der Zulaufschlauch flr das Langendorff-Gerat nun in das Puffer-Behalt-
nis gegeben und das Gerat fur weitere 2-3 Minuten mit Puffer gespult, um das destil-
lierte Wasser aus dem System zu spulen. Wahrenddessen wurden ebenfalls samtliche
Malnahmen fur die Herzpraparation vorbereitet: Hierzu wurde eine Kaltschale auf 4
Grad Celsius heruntergekuhlt, ein Mikroskop eingeschaltet und auf die ca. 1,25-Fache
Vergrofierung eingestellt. AuRerdem wurde weitere Pufferlosung in einer Eisschale ge-
lagert und mit Carbogen begast und die Perfusionskanule in der dafur vorgesehenen
Praparationsvorrichtung befestigt. Ein Faden wurde vorbereitet, indem dieser bereits
vorgeknotet locker um die Perfusionskanule gelegt wurde, um das Herz schnell an der
Kanule zu fixieren. Grund fur die Kilhlung der Praparationsstelle war die daraus resul-
tierende Asystolie des Herzens, da eine Praparation am schlagenden Herzen nicht

durchfihrbar ist.
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Abb. 4: Material zur Herzpraparation: Fixiertisch, Kaltschale, Mikroskop, Praparationsbesteck sowie

die Praparationsvorrichtung

Entnahme und Praparation der Herzen

Den Versuchstieren wurde eine finale Narkose mit Ketamin (100 mg/kg; Pfizer Pharma
PFE GmbH, Berlin, Deutschland) sowie Xylazin (10 mg/kg; Bayer, Leverkusen,
Deutschland) intraperitoneal verabreicht. Daraufhin wurde eine vollstandige Anasthe-
sie abgewartet. Dies wurde mittels Schmerzreizsetzung Uberpruft: Bei vollstdndigem
Fehlen von Reflexen wurde den Mausen Heparin (1000 IU/Maus; Rotexmedica,
Trittau, Deutschland) intraperitoneal verabreicht, um Gerinnselbildung zu verhindern.
Danach wurde die gekuhlte und begaste Pufferlésung in die Kaltschale sowie die Pra-
parationsvorrichtung gegeben. Auch hier wurden 50001U (/nternational Units) Heparin
hinzugegeben. Dann wurden die Mause unmittelbar auf dem Praparationstisch fixiert

und eine Sternotomie vorgenommen, das Zwerchfell gedffnet und das Sternum nach
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oben geklappt, sodass die Sicht auf das schlagende Herz frei wurde. Mithilfe von Pin-
zette und Schere wurden Herz und Lunge beiseitegeschoben und die thorakale Aorta
Descendens durchtrennt. Im Anschluss wurden das Herz sowie die Lunge aus dem
Thorax entnommen und in die zuvor Praparierte Kaltschale gegeben. Nun wurde das
Herz mittels feiner Pinzette und Schere unter Sicht durch das Mikroskop prapariert um
umliegende Strukturen wie Fettgewebe, Thymus, Osophagus sowie weitere Gefale
zu entfernen. Gleichzeitig wurde darauf geachtet, ein kleines Loch von wenigen Milli-
metern in die Rlickwand des linken Ventrikels zu praparieren. Die Aorta wurde so lang
gelassen, dass diese im Anschluss in der Praparationsvorrichtung mittels zwei Pinzet-
ten auf die Perfusionskanule gezogen werden konnte. Hierbei war darauf zu achten,
dass die Aorta vor dem Abgang von Truncus brachiocephalicus sowie A. subclavia
bzw. A. carotis communis gekurzt wird, da ansonsten ein Pufferverlust tUber diese Ab-
gange zu erwarten ware. Nun wurde die Aorta mittels vorbereitetem Faden an der Ka-

ndle verknotet. Das praparierte Herz wurde nun Uber die Kanule am Langendorff-Gerat

angebracht und die Perfusion gestartet.

Abb. 5: Freiprapariertes Herz auf der Perfusionskaniile
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Durchfiihrung des Versuchs

Nach Starten der Perfusion fingen die Herzen nach wenigen Sekunden an, erneut zu
schlagen. Durch die Erwarmung von 4 auf 37 Grad Celsius schlugen die Herzen erst
nach einigen Minuten suffizient. Aus diesem Grund wurde zunachst eine 20-minutige
Aquilibrierungsphase durchlaufen, nachdem der Ballon in den linken Ventrikel einge-
fuhrt sowie der Pacer am linken Vorhof platziert wurde. Hierbei wurde schnell gearbei-
tet, um die Warmekammer maoglichst rasch schlieRen zu kdnnen. Nach durchlaufenen
zwanzig Minuten wurden die ersten Werte (Flow, DP, PED, PES, DPmax, DPmin, HF)
erhoben. Ein Indikator fur die korrekte Praparation war zudem der angegebene Koro-
narfluss. Bei zu hohem Koronarfluss war die Option einer Fehlpraparation denkbar, da
der Puffer an den Koronarien vorbeifloss. Um die Eventualitat der Fehlpraparation aus-
zuschlie®en, wurde eine Testischamie durchgefuhrt, indem der Zuflusshahn zur Per-
fusionskanule zugedreht und nach 20 Sekunden erneut eroffnet wurde. Hierbei wurde
der maximale Flussanstieg im Vergleich zu den vorherigen Flusswerten betrachtet: Bei
einem Flussanstieg von >150% war von einer korrekten Praparation auszugehen. Da
der durchschnittliche Flow bei korrekter Praparation bei etwa 3mL/min lag, war die von
uns gesetzte Grenze bei einem Fluss von Uber 5ml/min erreicht. Bei Uberschreiten
dieses Wertes oder bei einem Unterschreiten des Flussanstieges von <150% wurden
die Parameter dieses Herzens nicht mit in die Auswertung Ubernommen. Nach weite-
ren 5 Minuten wurden nun die Basis-Werte erhoben. Hiernach wurde eine vierzig-
minatige Ischamie induziert, indem der Zufluss erneut zugedreht wurde. Zudem wurde
die Umwalzpumpe abgeschaltet und der Aortendruck auf OmmHg gesenkt. Die War-
mekammer wurde kurz eroffnet, um das Herz in ein mit 37 Grad Celsius erwarmtes
perfusatgefllltes Glasbehaltnis zu hangen, um ein Austrocknen zu verhindern. Nach
abgelaufenen 40 Minuten wurde der Aortendruck zurtck auf 100mmHg gestellt, die
Umwalzpumpe eingeschaltet, der Zuflusshahn aufgedreht sowie das Glasbehaltnis
entfernt. Nach wenigen Minuten begannen die Herzen erneut zu schlagen. Samtliche
genannten Werte wurden nun alle 15 Minuten fur insgesamt 120 Minuten erhoben.
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Abb. 6: Prapariertes Herz im Langendorff-Gerit

Abschluss des Versuchs

Nach Erhebung der letzten Testwerte wurde die Perfusionskanuile mitsamt Herz aus
dem Gerat genommen und der Knoten durchtrennt. Das Herz wurde abgetrocknet und
gewogen. Zur weiteren Untersuchung mittels TTC-Farbung wurde das Herz zunachst
bei -20 Grad Celsius fur 24 Stunden eingefroren. Das Gerat wurde erneut mit destil-

liertem Wasser fur insgesamt eine Stunde bei 44 Grad gereinigt.
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Gerate/lnstrumente/Losungen

Hersteller/Geratebezeichnung

Analyse-Software

LabChartPro® 7.2.1

Langendorff-Apparatus

Hugo Sachs Havard

Laborschlauche

PVC-Schlauche

Glasfritte zur Pufferbegasung

Duran®

Operationsmikroskop

Nikon SMZ645

Operationslicht

KL 1500 LCD

Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten Materialien bei den Stimulationsversuchen am Langen-

dorff-perfundierten Herzen

2.4 Triphenyltetrazoliumchlorid-Farbung

Durch Farbung mittels TTC wird vitales Gewebe Rot angefarbt, wahrend der infarzierte
Bereich weil} erscheint, weshalb diese Methode zur InfarktgroRenbestimmung genutzt
wurde. Hierfur wurden die Herzen geschnitten und eingefarbt und danach unter dem

Mikroskop fotografiert und anschliel’end ausgewertet.

Durchfiihrung

Zunachst wurde der Thermomixer auf 38 Grad Celsius erwarmt. Parallel hierzu wurde
der TTC-Puffer vorbereitet: Es wurden 25mg Triphenyltetrazoliumchlorid auf 2,5mL
Pufferlosung, bestehend aus (Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat sowie Natrium-
dihydrogenphosphat-Monohydrat) gegeben. Dies wurde mittels Thermomixer ver-
mischt. Darauffolgend wurden 6 Mikroreaktionsgefal3e vorbereitet und in den vorge-
warmten Thermomixer gestellt. Nun wurden jeweils 400uL der TTC-Mischung in jedes
Mikroreaktionsgefal} pipettiert. Von den am Vortag bei -20 Grad Celsius eingefrorenen
Mausherzen wurden mittels Skalpells 6 mdglichst gleich groRe Scheiben der Ventrikel
geschnitten und gewogen. Die Scheiben wurden mit einer Pinzette in die Mikroreakti-

onsgefalle transportiert und die GefalRe geschlossen. Der Thermomixer wurde auf 38
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Grad Celsius belassen und die Durchmischung mittels Bewegung auf leichter Stufe
gestartet. Nach 7 Minuten wurden die Herzschnitte aus den GefalRen enthommen, auf
einen Objekttrager gelegt und mittels Deckglas abgedeckt (Abb. 7). Der Objekttrager

wurde unter ein Mikroskop gelegt. Der entsprechende Computer mitsamt Software

wurde gestartet und von den Schnitten wurden nun Bilder angefertigt.

Abb. 7: Geschnittene und gefarbte Herzpraparate auf Objekttragern

Auswertung

Die Auswertung erfolgte mit dem Programm Diskusviewer (Version 4.8.1.1620). Die
einzelnen Schnitte wurden visuell beurteilt und die jeweiligen infarzierten Bereiche
markiert. Die markierte Flache wurde durch die gesamte Flache dividiert, um den pro-

zentualen Anteil des infarzierten Bereiches zu berechnen. Zur Berechnung wurde das
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Gewicht des jeweiligen Schnittes erhoben und in die Rechnung integriert. Im An-
schluss wurde aus den 6 Schnitten der Mittelwert gebildet. So konnte ein prozentualer
Wert des Infarktbereiches pro Herz ermittelt werden. Dieser Wert wurde unter den ver-

schiedenen Gruppen verglichen.

Abb. 8: Mikroskop fiir die TTC-Farbung
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Abb. 9: Beispielschnitte eines Herzens unter dem Mikroskop nach TTC-Farbung mit markiertem

vitalen Gewebe von Apex (oben links) bis zum Ubergang der Klappenebene der Ventrikel (unten rechts)

Substanz Spezifikation / Firma

2-,3-,5-Triphenyltetrazoliumchlorid 25mg pro 6 Herzschnitte / Sigma Aldrich, St.
Louis, Missouri

TTC-Lésungsmedium Puffer bestehend aus Di-Natriumhydrogen-
phosphat-Dihydrat (14,2g/L) und Natrium-
dihydrogenphosphat-Monohydrat ~ (12g/L);
2,5mL pro 6 Herzschnitte / Sigma Aldrich, St.
Louis, Missouri

Mikroskop 1500 LCD / Leica
Software LAS X 3.3.3.16958 / Leica
Behaltnisse Eppendorf

Thermomixer Eppendorf

Pipetten Eppendorf

Tabelle 3: Verwendete Materialien bei der Herstellung und Analyse des TTC-Puffers
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2.5 Glukosetoleranztest

Zur Uberpriifung der Exe-Wirkung wurde ein Glukosetoleranztest (GTT) sowohl bei
DIO-Mausen als auch bei DIO+Exe-Mausen durchgefuhrt. Die Durchfuhrung sowie die
Erstellung der zugehdrigen Grafiken wurde in Kooperation mit dem Institut fir Moleku-
lare Medizin Il der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf mit der Arbeitsgruppe von
Herrn Prof. Dr. med. Bodo Levkau, von Frau Dr. rer. nat. Sarah Weske, durchgefuhrt.
Die anschliellende Analyse und Einordnung der Daten im Rahmen der Dissertation

erfolgten durch den Doktoranden selbst.

FUr den GTT wurde den Versuchstieren zunachst fur funf Stunden das Futter entzo-
gen. Anschlielend wurde der Nuchtern-Blutzuckerwert bestimmt. Danach erfolgte
eine intraperitoneale Injektion von Glukose, die zuvor in phosphatgepufferter Salzl6-
sung (PBS) auf eine Konzentration von 20 % (w/v) geldst wurde. Die applizierte Dosis
betrug 2 mg Glukose pro Gramm Korpergewicht, basierend auf dem zuvor ermittelten

Korpergewicht der Tiere.

Die Messung der Blutglukosekonzentration erfolgte mithilfe des Gerats ,Accu-Chek"
(Firma ROCHE) zu den Zeitpunkten 15, 30, 60, 90, 120 und 180 Minuten nach Injek-
tion. Dafur wurde jeweils ein Tropfen Kapillarblut aus der Schwanzspitze gewonnen.
Die Schwanzvene wurde hierzu mit einer Kanule punktiert und im Anschluss desinfi-
ziert. Um Messungenauigkeiten zu vermeiden, wurde der erste austretende Blutstrop-

fen verworfen.

2.6 Murine Echokardiogaphie

Die diabetischen Mause ohne Exe-Behandlung sowie die diabetischen Mause mit Exe-
Behandlung wurden in einem Alter von 36 Wochen jeweils vor und nach der Operation
mittels transthorakaler Echokardiografie untersucht. Hierfir wurde das hochauflo-
sende Gerat ,MS400, VEVO 3100“ von VisualSonics Inc. mit Toronto-Schallkopf ver-
wendet. Die Mause wurden anasthesiert, enthaart und auf dem Echokardiografietisch
befestigt. Hierbei wurde der Fokus auf die Lange Achse (PLAX) und die Kurze Achse

(PSAX), jeweils im M-Mode und im B-Mode, sowie auf den Mitralklappenfluss und den
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Gewebedoppler gesetzt. Fur den Fall einer spater gewlnschten Analyse wurde eben-
falls der Aortenklappenfluss gemessen. Die Bilder wurden digital gespeichert und mit-
hilfe des Programmes VevolLab ausgewertet.

Vorbereitung des Versuches

Zunachst wurden das Echokardiografiegerat sowie die Warmelampe angeschaltet.
Um dem Tierschutz gerecht zu werden wurde Uberprift, ob ausreichend Isofluran in
dem entsprechenden Behaltnis vorhanden war, um ein zu frihes Erwachen der Maus
zu verhindern. Anschlielend wurde die jeweilige Maus in einer Induktionskammer mit
einem 0,3% Isofluran-Sauerstoff-Gemisch fir 3 Minuten anasthesiert und auf dem be-
heizten Echokardiografietisch positioniert. Hier wurde die Inhalationsnarkose mit ei-
nem 0,2% Isofluran-Sauerstoff-Gemisch aufrechterhalten. Die Pfoten der Maus wur-
den auf Elektroden positioniert, um ein murines EKG abzuleiten und die Vitalfunktionen
der Maus zu Uberwachen und somit die Narkosetiefe steuern zu kénnen. AuRerdem
wurde die Temperatur der Maus mittels Rektalsonde tiberwacht. Anschlieliend wurde
das thorakale Fell mittels elektrischem Trimmer gekurzt. Auf das gekurzte Fell wurde

Enthaarungscreme verteilt, um die Auflésung der Echokardiografie zu steigern.

VISUALSC CS'\ PRONE/SUPINE r‘

Abb. 10: Vorbereitete Maus auf dem Echokardiografietisch mit aufgetragener Enthaarungscreme

(Die Abbildung wurde nicht selbst aufgenommen und wird identisch in anderen Dissertationen der

Arbeitsgruppe , AG Dannenberg“ verwendet)
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Durchflihrung des Versuches

Es wurde Ultraschallgel auf den enthaarten Thorax der Maus gegeben. Dann wurde
der Ultraschallkopf aufgesetzt. Nun wurde die parasternal lange Achse (PLAX) im M-
Mode sowie im B-Mode dargestellt. Im Anschluss daran wurde durch Drehung des
Schallkopfes die kurze Achse (PSAX) in M-Mode und B-Mode dargstellt. Hierauf folgte
die Einstellung des Vier-Kammer-Blickes, in welchem die Darstellung des
Mitralklappenflusses (MV-Flow) und des Gewebedopplers (E’) erfolgte. Abschlielend
wurde eine suprasternale Aufnahme des Aortenklappenflusses durchgefihrt. Zu jeder

genannten Einstellung erfolgte eine Aufnahme mittels des Ultraschallgerates.

Beendigung der Echokardiografie

Nach Anfertigung von entsprechenden Aufnahmen wurde die Narkose ausgeschlichen
und die Maus zurtick in ihren Kafig gesetzt. Bis die Maus vollstandig erwachte, wurde
eine durchgangige Warmezufuhr mittels Warmelampe sichergestellt. Von Beginn der
Vorbereitung bis zum Ende des Versuches vergingen pro Maus in etwa 15-20 Minuten.

AbschlielRend wurden die Aufnahmen gespeichert.

Auswertung der Aufnahmen

Die Auswertung der Aufnahmen erfolgte mittels VevoLab (Version 3.2.6). Durch die
Aufnahmen konnten systolische, diastolische und strukturelle Parameter der
Mausherzen erhoben werden. Die Systolischen und Diastolischen Parameter
,Enddiastolisches  Volumen® (EDV), ,Endsystolisches Volumen®“ (ESV),
,Ejektionsfraktion (EF), ,Schlagvolumen® (SV), ,Cardiac Output* (CO) sowie
.Fractional Shortening“ (FS) wurden anhand der PLAX (Longitudinalen Achse) im B-
Mode erhoben. Die strukturellen Parameter ,diastolische Intraventrikulare
Septumdicke® (IVSD;d), ,MV E/E“sowie E/A wurden anhand der PLAX im M-Mode

erhoben.

Weiterhin wurde anhand des B-Modes der PSAX (Kurze Achse) und der PLAX die
myokardiale Strain ermittelt. Hierfur wurde das Myokard sowohl in der Enddiastole als
auch in der Endsystole markiert. Das Programm errechnete durch Analyse der
Bewegung der einzelnen Pixel die Verkurzung des Myokards.
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Gerat/Material Typ und Hersteller/Konzentration

Ultraschallkopf MS400, VEVO 3100, VisualSonicsinc.,
Toronto

Ultraschallgerat Vevo 3100, Visual Sonics, Fujifilm

Isofluran-Sauerstoff-Gemisch 3% Isofluran (Piramal), 40% Sauerstoff

und 57% Raumluft

Ultraschallgel Aquasonic, Roeser Mecica

Beheizte Kontaktplatte Heated small animal op-table, 50-1247,
Hugo Sachs

Enthaarungscreme Veet, Reckitt Benckiser

Rotlichtlampe Beurer IL-21

Tabelle 4: Benotigte Materialien zur Durchfiihrung der murinen Echokardiografie

2.7 In-Vivo Operation: Ischamie und Reperfusion der LAD

Die zuvor echokardiografierten DIO-Mause mit- und ohne Exe-Behandlung durchliefen
eine Operation des Herzens, bei welcher die linke Vordere Koronararterie mittels Fa-
den fur 30 Minuten okkludiert und danach wiedereréffnet wurde. Hierdurch soll das
Modell des akuten Herzinfarktes des Menschen simuliert werden. Die Operationen
wurden innerhalb unserer Arbeitsgruppe durch die Tierarztin und PhD-Doktorandin
Frau Aylin Celik durchgefuhrt. Die Aufgabe des Doktoranden war die Assistenz bei dem

Eingriff.

Zunachst wurden die Mause mittels intraperitonealer Injektion mit Ketamin/Xylazin be-
taubt. Nach vollstandigem Fehlen von Schmerzreflexen wurden die Mause mittels 20G
Venenverweilkatheter intubiert. Uber diesen Katheter wurde eine Beatmung mittels ei-
nes Gemisches aus 2% lIsofluran und mit 40% Sauerstoff angereicherter Raumluft er-
maoglicht. Die intubierte Maus wurde, entsprechend dem Vorgehen der murinen Echo-
kardiografie, an der ventralen Thoraxseite enthaart, ein EKG abgeleitet und die Sonde

zur Messung der Rektaltemperatur eingefuhrt sowie die Warmelampe eingeschaltet.
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Zusatzlich erhielten die intubierten Mause eine Augencreme (Marke Bayer) zum

Schutz der Cornea.

Nun wurde der Operationsbereich desinfiziert (Mittels Bacillol, Firma Hartmann). Die
Operation der Mause erfolgte ab hier unter sterilen Bedingungen: Der Thorax wurde
durch eine laterale Thorakotomie er6ffnet und das Herz mit Sicht auf die LAD prapariert
und dargestellt. Die LAD wurde mittels 7-0 Prolene Naht angeschlungen. Hiernach
wurde eine Ligatur durch Aufnaht eines 0,6mm Polyethylenschlauches durchgefihrt.
Hierbei war darauf zu achten, dass die Naht bei jedem Mausherz an derselben Stelle
zu liegen kam, um die infarktgefahredete Zone (Area At Risk) gleich gro3 zu halten.
Die Okklusion wurde durch Nachweis eines Erblassens des Myokardes distal der Li-
gatur sowie einer ST-Streckenhebung im EKG nachgewiesen. Nach 30 Minuten er-
folgte die Wiedereroffnung der LAD durch Durchtrennung der Ligatur. Die Rippen wur-
den mithilfe eines 4-0 Seide Fadens angenaht, hiernach Muskulatur und Haut mittels
5-0 Prolene-Naht. Darauf folgte die Extubation der Maus. Anschliefend wurde die
Maus in den Kafig zurlickgesetzt und mittels Warmelampe bis zum Erwachen warm-
gehalten. Postoperativ wurde den Mausen Temgesic, 0,1mg/kg zur Analgesie verar-

breicht. Der gesamte Eingriff dauerte ca. 50-60 Minuten pro Maus.
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Abb. 11: Darstellung des operativen Verschlusses der LAD (Die Abbildung wurde nicht selbst

aufgenommen und wird identisch in anderen Dissertationen der Arbeitsgruppe ,AG Dannenberg®

verwendet)
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Gerat/Material/Chemikalie

Typ und Hersteller/Konzentration

Analgesie

Temgesic, 0,1mg/kg, s.c., maximal 10 ml/kg BW

Intubationsmaterial

Vasofix Safety Kantle 20 G 1,1x25 mm, B.Braun

Isofluran-Sauerstoff-Gemisch

Isofluran 3-4vol% in 40% Sauerstoff angereicherter
Raumluft

Muriner Respirator

MiniVent Type 845, Hugo Sachs

OP-Tisch mit Beheizungseinheit

Heated small animal op-table, 50-1247, Hugo
Sachs

Oberflachen EKG

(Powerlab 8/35, Software: LabChart, ADInstru-
ments

Augensalbe Bepanthen Augensalbe, Bayer AG
Nahtmaterial 7-0 Prolene, 5-0 Prolene, 4-0 Seide, Ethicon
LAD Ligatur 0,6mm Polyethylenschlauch

Octenidin Desinfektionsmittel

Octenisept, SCHULKE & MAYR GmbH

Enthaarungscreme

Veet, Reckitt Benckiser

Tabelle 5: Bendtigte Materialien zur I/R-Operation

2.8 OROBOROS-Analyse

Das Verfahren zur Beurteilung der Mitochondrienfunktion in Kardiomyozyten mittels
des OROBOROS 0O2k-Gerats umfasste die folgende Vorgehensweise:

Gewebeproben aus Mausherzen wurden in sauerstoffangereicherte Kammern gege-

ben. Die Organe wurden zuvor von dem Doktoranden selbst entnommen, wahrend die
anschlie®ende Durchfihrung der OROBOROS-Analysen von der PhD-Studentin Frau

Khatereh Shahrjerdi tbernommen wurde: Aus standardisierten 10 mg Gewebeproben

des linken Ventrikels, gewaschen mit MiR05-Puffer, wurden kleinere Stlicke a 0,7 mg

prapariert.

Die Kammern des Gerats wurden mit vorgewarmtem MiR05 (37°C) gefullt, kalibriert

und die Gewebeproben bei einer Sauerstoffkonzentration von 450 nmol/L eingebracht.

Anschliel3end erfolgte die Zugabe von Substraten wie Malat, Octanoylcarnitin, ADP,




Material und Methoden 33

Glutamat und Succinat, gefolgt von spezifischen Hemmstoffen der Atmungskette (Oli-
gomycin, FCCP, Antimycin A). Nach jeder Substanzgabe wurde der Sauerstoffver-

brauch bestimmt.

2.9 Western Blot-Analyse

Die Western Blot-Analyse ermdglicht die Isolierung und Detektion spezifischer Prote-
ine im Gewebe. In diesem Projekt wurden die Glukosetransporter GLUT4 und GLUT1
in Kardiomyozyten untersucht. Wahrend die Organentnahme und Gewebevorberei-
tung von dem Doktoranden selbst durchgefiihrt wurden, ibernahm die PhD-Studentin

Frau Khatereh Shahrjerdi die Durchfihrung sowie Auswertung dieses Versuchs:

Etwa 10 mg Gewebe aus dem linken Ventrikel der DIO-Herzen (behandelt und unbe-
handelt) wurden entnommen, verdinnt und fir 10 Minuten bei 95 °C denaturiert. Die
Proteintrennung erfolgte per SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel)
-Elektrophorese: Zunachst wurden 70 V angelegt, bis die Proben durch das Gel wan-
derten, anschlielRend wurden 120 V fur zwei Stunden angelegt. Danach wurden die
Proteine auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen (90 Minuten, 40 V).
Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen wurde die Membran geblockt, mit primaren
Antikdrpern Uber Nacht inkubiert, gewaschen und anschlieRend mit Sekundarantikor-
pern behandelt. Die Detektion der Proteine erfolgte mittels LI-COR Imaging, die Aus-

wertung wurde mit ImageJ und Empiria Studio™ durchgeflhrt.

2.10 Statistik und Auswertungsprogramme

Zur quantitativen Erhebung aller Ergebnisse wurden statistische Tests unter Verwen-
dung der Software GraphPad-Prism® durchgefihrt. Zunachst wurde jede Gruppe auf
eine vorliegende Normalverteilung mithilfe des Shapiro-Wilk-Tests Uberprift. Der
Shapiro-Wilks-Test zeigt sich als passende Methode zur Feststellung einer Normalver-
teilung bei kleineren Versuchsgruppen’®. Sofern nicht anders angegeben, wurde das
Vorliegen einer Normalverteilung ermittelt und ein zweiseitiger parametrischer t-Test

fur zwei unverbundene Stichproben durchgefiihrt. Hiermit wird tGberprift, ob sich die
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Mittelwerte zwischen zwei unabhangigen Gruppen unterscheiden’®. In Einzelfallen lag

keine Normalverteilung vor, sodass ein nichtparametrischer Mann-Whitney-U-Test

durchgefuhrt wurde. Dieser Test eignet sich als Alternative zum t-Test, wenn keine Nor-

malverteilung vorliegt’”. In diesen Fallen wird im Ergebnisteil explizit auf die Anwen-

dung des U-Tests hingewiesen. Zur besseren Vergleichbarkeit werden in allen Grup-

pen, unabhangig vom ausgewahlten Test, die Ergebnisse als Mittelwerte + Stan-

dardabweichung der jeweiligen Anzahl von Tieren (n) dargestellt. Hinsichtlich der Sig-

nifikanz wurde ein p-Wert von <0,05 als signifikant, ein p-Wert von < 0,01 als sehr

signifikant und ein p-Wert von < 0,001 als hochsignifikant angenommen.

Software

Hersteller

GraphPad-Prism® 5 for Windows

GraphPad Software Inc., La Jolla, CA
92037 USA

DiskusViewer Version 4.8.1.1620

Technisches Buero Hilgers, Konigswin-
ter

Tabelle 6: Bendtigte Software fiir die Auswertung der generierten Daten dieser Dissertation
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3. Ergebnisse

Im folgenden Ergebnisteil werden samtliche Resultate dargestellt, die im Methodenteil
beschrieben wurden. Einzelne Experimente wurden im Rahmen einer engen Zusam-
menarbeit innerhalb der Arbeitsgruppe ,AG Dannenberg“ sowie mit kooperierenden
Forschungseinrichtungen durchgefuhrt und konnten aus technischen oder organisato-

rischen Grunden nicht vollstandig durch den Doktoranden allein ausgefuhrt werden.

Die konzeptionelle Planung, das Verfassen des Amendments zum Tierversuchsantrag,
die Bestellung, Pflege und Behandlung der Tiere sowie die Enthahme der erforderli-
chen Organe wurden jedoch eigenstandig vom Doktoranden dbernommen. Die an-
schliellende Einordnung der erhobenen Daten im Rahmen dieser Dissertation erfolg-
ten ebenfalls durch den Doktoranden, weshalb die betreffenden Ergebnisse in den Er-

gebnisteil aufgenommen wurden.

3.1 Ex-Vivo-Ergebnisse

3.1.1 Nicht-Diabetisches Mausmodell (NCD)

Die kurzzeitige Behandlung Exe (25ng/mL) verbessert die Kontraktionskraft bei NCD-
Mausen: Es zeigte sich eine Verbesserung der myokardialen Kontraktion (DP NCD
51,57 £ 13,75% des BL vs. NCD+Exe 77,29 + 15,45% des BL, p = 0,0065; DPmax
NCD 56,71 + 12,96% des BL vs. NCD+Exe 89,00 + 14,24% des BL, p = 0,0008; DPmin
NCD 49,71 + 12,24% des BL vs. NCD+Exe 80,43 + 15,85% des BL, p = 0,0016) bei
unverandertem Flow (NCD 90,25 £ 28,22% des BL vs. NCD+Exe 108,7 £ 28,02% des
BL, p = 0,2269). Der Enddiastolische- sowie der Endsystolische Druck unterschieden
sich ebenfalls nicht zwischen den Gruppen (PED NCD 213,3 + 119,4% des BL vs.
NCD+Exe 330,0 + 141,9% des BL, p = 0,1408); PES NCD 102,0 + 22,59% des BL vs.
NCD+Exe 97,71 £ 18,98% des BL, p = 0,7075; Abb. 12).



Ergebnisse 36
200+ 0.2269 _ 1504 0.0065 600~ 0.1408
- — - —_— -
— @ =
@ . 5 s
'S 150 ° . ‘g Y
S o 1007 5 400
2 £ . T
5 100+ £ . E T
- 5 ol T =
< O 50- @ 500
o alEal Bt
3 £ =
3 3 .
0 0 0
Exe - + Exe - + Exe - +
200+ 0.7075 —. 200+ 0.0008 _. 190 0.0016
= @ 7 @ -
5 © 5
2150 2 150~ 2 .
o . o o 100
T 1 £ £
£ 100+ _L E 1004 . E
2 : o s0- b
o o 1
a a 1
= 50_ c 50_ _f__ c . e
£ = ; £
3 2 3
0 0 0
Exe - + Exe - Exe - +

Abb. 12: Grafische Darstellung der Langendorff-Ergebnisse von NCD-Mausen vs. NCD-Méausen

mit Exe-versetztem Perfusat

Weiterhin konnte kein signifikanter Unterschied bezlglich der InfarktgroRe zwischen
den Gruppen festgestellt werden (IS NCD 46,66 + 11,23% des BL vs. NCD+Exe 53,37
1+ 13,5% des BL, p = 0,334; Abb. 13).
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Abb. 13: Grafische Darstellung der InfarktgroBe nach Langendorff-induziertem Infarkt von NCD-

Mausen vs. NCD-Mausen mit Exe-versetztem Perfusat
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3.1.2 Diabetisches Mausmodell (DIO)

Exe-Behandlung verbessert die Kontraktilitat nach MIs von DIO-Mausen im ex-vivo
Modell:

In diesem Rahmen wurden Herzen von langzeitbehandelten Mausen in das Langen-
dorff-perfundierte Herzmodell Gberflhrt und anschlieRend einer 40-minltigen globalen
Ischamie unterzogen. Im Anschluss erfolgte eine 2-stindigen Reperfusion. Hier war
die InfarktgrofRe ebenfalls unbeeinflusst (DIO 71,49 + 7,50% des BL vs. DIO+Exe
61,81 £ 14,92% des BL, p = 0,1581, Abb. 14).
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Abb. 14: Grafische Darstellung der InfarktgroRe nach Langendorff-induziertem Infarkt von DIO-

Mausen vs. DIO+Exe behandelten Mausen

Dennoch wiesen die Herzen der behandelten Mause eine verbesserte kardiovaskulare
Erholung auf, die sich in einem erhdhten Derivatdruck (DP DIO 35,29 + 7,59mmHg%
der BL vs. DIO+Exe 46,20 + 6,22mmHg% des BL, p=0,0249) sowie einer verbesserten
Kontraktion (dpmax DIO 39,71 £ 9,96mmHg% des BL vs. DIO+Exe 54,40 *
9,04mmHg% des BL, p = 0,0260) und Relaxation (dpmin DIO 41,00 £ 10,68mmHg%
des BL vs. DIO+Exe 54,60 + 7,44mmHg% des BL, p = 0,0348) aulRerten, wobei der
Koronarfluss (Flow DIO 90,57 + 29,53mL/min% des BL vs. DIO+Exe 88,0 %
18,34mL/min% des BL, p = 0,8481), der enddiastolische Druck (PED DIO 1208. 0 +
273,9mmHg% des BL vs. DIO+Exe 899,6 + 633,2mmHg% des BL, 899.6 £ 633.2; p =
0,1061) und der end-systolische Druck (PES DIO 71,57 + 8,52mmHg% des BL vs.
DIO+Exe 80,40 + 15,69mmHg% des BL, p = 0,2346; Abb. 15) unverandert blieben.

Bei der Berechnung des PED wurde der Mann-Whitney-U-Test durchgefuhrt, da in der

DIO+Exe-Gruppe keine Normalverteilung nachgewiesen werden konnte.
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Abb. 15: Grafische Darstellung der Langendorff-Ergebnisse von DIO-Méausen vs. DIO+Exe be-

handelten Mdusen

Zur weiteren Untersuchung des Zusammenhangs zwischen zirkulierenden und lokalen

kardiovaskularen Effekten wurde die Ex-vivo-Perfusion von DIO-Herzen mit einem mit

Exe angereicherten Puffer im Vergleich zu normalen Pufferbedingungen mit zwei ver-

schiedenen Dosierungen analysiert. (Lowdose (LD): 25ng/mL; Highdose (HD):

420ng/mL). Es konnte festgestellt werden, dass die Gro3e des Infarktes in diesem Fall
ebenfalls nicht signifikant verandert ist (IS DIO 66,90 + 9,71% vs. DIO+Exe LD 60,47
1 5,04%, p = 0,1730 und DIO vs. DIO+Exe HD 68,16 + 7,56%, p = 0,7920; Abb. 16).
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Abb. 16: Grafische Darstellung der InfarktgroRe nach Langendorff-induziertem Infarkt von DIO-

Infarct Size - [% of surface]

Mausen vs. DIO-Mausen mit Exe-versetztem Perfusat, Lowdose (LD) sowie Highdose (HD)

Es konnte weder durch die Anwendung einer niedrigen Dosierung von Exe-Puffer noch
durch die Anwendung einer hohen Dosierung eine signifikante Verbesserung der kar-
dialen Kontraktilitat erreicht werden (Flow DIO 90,57 * 29,53mL/min% des BL vs.
DIO+Exe LD 71,33 £ 10,05mL/min% des BL, p = 0,1582 und DIO vs. DIO+Exe HD
68,29 + 24. 88mL/min% des BL, p = 0,1527; DP DIO 35,29 + 7,59mmHg% des BL vs.
DIO+Exe LD 38,00 £ 7,01mmHg% des BL, p = 0,5195 und DIO vs. DIO+Exe HD 41,00
t 16,35mmHg% des BL, p = 0,3946; PED DIO 1208,0 + 273,9mmHg% des BL vs.
DIO+Exe LD 9524 + 277,6mmHg% des BL, p = 0,1440 und DIO vs. DIO+Exe HD
1227,0 + 688,0mmHg% des BL, p = 0,9462; PES DIO 71,57 + 8,52mmHg% des BL
vs. DIO+Exe LD 67,67 £ 9. 89mmHg% des BL, p = 0,4602 und DIO vs. DIO+Exe HD
87,43 £ 27,89mmHg% des BL, p = 0,1758; DPmax DIO 39,71 + 9,96mmHg% des BL
vs. DIO+Exe LD 36. 20 + 10,2mmHg% des BL, p = 0,5568 und DIO vs. DIO+Exe HD
44,14 £ 22,03mmHg% des BL, p = 0,6366; DPmin DIO 41,00 + 10,68mmHg% des BL
vs. DIO+Exe LD 38,67 £ 7,99mmHg% des BL, p = 0,6691 und DIO vs. DIO+Exe HD
44,14 £ 14,92mmHg% des BL, p = 0,6584; Abb. 17).

Bei der Berechnung des DPmax zwischen den Gruppen ,DIO“ sowie ,DIO+Exe LD"
wurde der Mann-Whitney-U-Test durchgefihrt, da in der DIO+Exe LD-Gruppe keine

Normalverteilung nachgewiesen werden konnte.
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Abb. 17: Grafische Darstellung der Langendorff-Ergebnisse von DIO-Mausen vs. DIO-Mause mit

Exe-versetztem Perfusat, Lowdose (LD) sowie Highdose (HD)

3.2 In-Vivo-Ergebnisse

3.2.1. Basisdaten und Echokardiografie-Parameter vor Ml

Im Rahmen dieser Untersuchung konnte eine verbesserte diastolische Funktion sowie
eine Optimierung struktureller Parameter bei DIO-Mausen vor einem MI festgestellt
werden. In-vivo-Langzeit-Exe scheint einen signifikanten Einfluss auf diese Parameter
zu haben:

Im Rahmen der Studie wurde Uber einen Zeitraum von acht Wochen eine Behandlung
von Mausen mit Exe durchgeflhrt. Im Anschluss an die Behandlung wurde mittels
Echokardiografie eine Untersuchung der Herzfunktion vorgenommen. Die Ergebnisse
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zeigen, dass Mause, die mit Exe behandelt wurden, im Vergleich zu unbehandelten
DIO-Mausen signifikant bessere Nuchternblutzuckerspiegel, eine verbesserte Gluko-
setoleranz und ein geringeres Korpergewicht aufwiesen (Blutzucker DIO 210,5 + 23,2
mg/dl vs. DIO+Exe 156,7 £ 31,60 mg/dl, p = 0,0072; Kérpergewicht DIO 53,03 £ 3,1 g
vs. DIO+Exe 46,71 £ 4,7 g, p = 0,0029, Abb. 18). Die Durchfihrung sowie die Erstel-
lung der zugehorigen Graphiken der hierfur notwendigen GTTs, der Basis-Glukose-
werte sowie der Korpergewichtswerte nach acht Wochen Exe-Injektion wurden in Ko-
operation mit dem Institut fir Molekulare Medizin Il der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf mit der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. med. Bodo Levkau, von Frau Dr.

rer. nat. Sarah Weske durchgefuhrt.
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Abb. 18: Grafische Darstellung der Wirksamkeit der Exe-Behandlung im DIO-Modell, die Durch-
fuhrung des Versuchs sowie die Abbildungserstellung erfolgte durch Frau Dr. rer. nat. Sarah Weske. Zu
sehen sind (von links nach rechts) die basalen Glukosewerte, ein Glukosetoleranztest sowie die Kor-
pergewichte von DIO-Mausen nach zwdlf Wochen HFD, im Vergleich zu DIO-M&usen nach 16 Wochen
HFD und weiteren acht Wochen HFD+Exe

Die Echokardiografie von Mausen offenbarte eine verbesserte kardiale Remodellie-
rung, die sich in einer Reduktion des enddiastolischen und des endsystolischen Volu-
mens manifestierte (EDV DIO 63,37 + 9,42uL vs. DIO+Exe 49,82 + 7,73uL, p = 0,0042;
ESV DIO 32,82 £ 6,79uL vs. DIO+Exe 21,53 £ 5,95yL, p = 0,0013). Die Ejektionsfrak-
tion, die kardiale Auswurfleistung, das Schlagvolumen, sowie die fraktionelle Verkur-
zung blieben unverandert. (EF DIO 49,98 + 0,57% vs. DIO+Exe 56,8 + 9,57 %, p =
0,4967; CO DIO 15. 22 + 2,83mL/min vs. DIO+Exe 13,56 + 3,33mL/min, p = 0,2572;
SV DIO 31,63 £ 4,54uL/Schlag vs. DIO+Exe 2829 * 6,39uL/Schlag, p = 0,2184; FS
DIO 11,98 £ 4,42% vs. DIO+Exe 19,62 £+ 10,86%, p = 0,2345). Des Weiteren zeigte



Ergebnisse 42

sich eine Reduktion der Interventrikelseptumdicke (IVSD;d DIO 1,24 £ 0,07mm vs.
DIO+Exe 0,93 + 0,40mm, p = 0,0311). Die Analyse der Herzfrequenz ergab keine sig-
nifikanten Unterschiede (HR DIO 458,2 £ 32,37bpm (beats per minute) vs. DIO+Exe
458,6 £ 46,21bpm, p = 0,9831; Abb. 19).

Bei der Berechnung der EF und des FS wurde der Mann-Whitney-U-Test durchgeflihrt,
da in beiden Fallen keine Normalverteilung in allen Gruppen nachgewiesen werden
konnte (EF: DIO und DIO+Exe nicht normalverteilt, FS: DIO+Exe nicht normalverteilt).
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Abb. 19: Systolische sowie strukturelle Echokardiografische Parameter DIO vs. DIO+Exe jeweils

vor einem Mi
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Abb. 20: Beispielhafte Darstellung DIO vs. DIO+Exe in der Longitudinalen Achse in der Echokar-

diografie, jeweils in der Diastole sowie in der Systole

Im Hinblick auf die Herzfunktion wurde bei den behandelten Mausen eine signifikante
Verbesserung der diastolischen Dysfunktion beobachtet. Diese aulderte sich in einem
erhohten E/A- und reduzierten E/E'-Wert. (E/A DIO 1,28 £ 0,12 vs. DIO+Exe 1,49 +
0,14, p = 0,0054; E/E' DIO 37,34 + 9,14 vs. DIO+Exe -15,45 £ 3,79, p = <0,0001, Abb.
21).
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Abb. 21: Diastolische Echokardiografie-Parameter DIO vs. DIO+Exe jeweils vor einem Mi

3.2.2 Echokardiografie-Parameter, Strain und InfarktgroRe nach Ml

In-Vivo-Langzeit-Exe fuhrt zu einer Verbesserung des systolischen Funktionsergeb-
nisses bei DIO-Mausen Uber die Verringerung der InfarktgroRe hinaus:

Im Rahmen der Untersuchung der Auswirkungen von Exe auf die Myokardischamie
in-vivo wurden langfristig behandelte Mause in die IR-Operation tberfuhrt. Die Ergeb-
nisse zeigen, dass die Infarktgrofde in unserem Modell durch die Exe-Behandlung nicht
reduziert wurde. (AAR (Area at risk)/LV DIO 58,61 + 14,05% vs. DIO+Exe 60,42 +
5,27%, p = 0,7549; IS/AAR DIO 48,56 + 16,87% vs. DIO+Exe 46,89 £ 14,99%, p =
0,8421, Abb. 22).
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Abb. 22: Grafische Darstellung der InfarktgréBenbestimmung nach TTC-Farbung DIO vs.
DIO+Exe
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Es konnte eine signifikante Verbesserung der systolischen Herzfunktion 24 Stunden
nach I/R mit erhdhter Auswurffraktion und fraktioneller Verkirzung im Vergleich zu den
unbehandelten DIO-Kontrollen beobachtet werden (EF DIO 33,05 + 3,57 % vs.
DIO+Exe 51,8 + 10,86 %, p = 0,0007; FS DIO 3,97 + 1,93 % vs. DIO+Exe 16,95 + 7,11
%, p = 0,0008). Die Herzen erschienen kompakter (EDV DIO 75,22 + 11,26 pl vs.
DIO+Exe 56,57 + 8,63 pl, p = 0,0021; ESV DIO 50,65 £ 10,23 ul vs. DIO+Exe 27,93 £
5,77 ul, p = 0. 0003) bei unverandertem Herzzeitvolumen (CO DIO 11,76 + 0,89 pl vs.
DIO+Exe 14,12 £ 6,55 pl, p = 0,3649) und unveranderter Herzfrequenz (HR DIO 479,7
1 26,77 pl vs. DIO+Exe 449 + 50,32 ul, p = 0,1738; Abb. 23).

Bei der Berechnung des ESV wurde der Mann-Whitney-U-Test durchgefuhrt, da in der
DIO+Exe-Gruppe keine Normalverteilung nachgewiesen werden konnte.

Bei den postischamischen Ergebnissen wurden die Parameter ,SV*, ,IVSD;d“, ,E/A"
sowie ,E/E™ nicht in die Auswertung aufgenommen, da bei einem Teil der Mause auf-

grund unvollstandiger Messwerte keine valide Interpretation stattfinden konnte.
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Abb. 23: Grafische Darstellung der systolischen Echokardiografie-Parameter DIO vs. DIO+Exe
nach Mi

Aufgrund der systolischen Funktionsverbesserung wurde eine Untersuchung der My-
okardfunktion getrennt nach Infarktgebiet und nicht infarziertem Myokard (Remote-Be-
reich) durchgefuhrt. Es konnte gezeigt werden, dass die Verschlechterung der Herz-
muskelfunktion in Prozent gegentiber dem Ausgangswert durch die Exe-Behandlung
nur im Remote-Bereich verbessert wurde. (Infarktzone: Longitunidal Strain Endo DIO
52,47 £ 13,81% vs. DIO+Exe 88,15 £ 44,44%, p = 0,0653; Circumferential Strain DIO
479,7 + 26,77% vs. DIO+Exe 456,4 + 55,86%, p = 0,3463, Radial Displacement DIO
99,69 + 34,44% vs. DIO+Exe 95,85 + 61,92%, p = 0,8790; Remote Zone: Longitunidal
Strain Endo DIO 52,28 + 21,77% vs. DIO+Exe 82,36 + 40,92%, p = 0,1116; Circum-
ferential Strain DIO 48,46 £ 32,54% vs. DIO+Exe 89,45 £ 32,73%, p = 0,0330, Radial
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Displacement DIO 51,82 + 29,00% vs. DIO+Exe 101,8 + 46,53%, p = 0,0228; Abb.

24),
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Abb. 24: Grafische Darstellung der Strain-Parameter DIO vs. DIO+Exe in der Echokardiografie im

Infarkt- sowie im Remote-Bereich nach Ml

3.3. Western Blot sowie OROBOROS-Ergebnisse

Es konnte eine erhdhte Expression von GLUT1 und GLUT4 nachgewiesen werden.

Zudem fuhrte die Behandlung mit Exe zu einer Verbesserung der mitochondrialen At-

mung in DIO-Mausen:

Es wurde ein méglicher Mechanismus auf Basis des Expressionsmusters der Glukose-

Transporter 1 und 4 analysiert. Basierend auf vorangegangenen Studien war bekannt,

dass Exe unter regularen Bedingungen die Translokation von GLUT4 bedingt. Die Be-

handlung mit Exe resultierte in den Versuchen in einer erhdhten Expression von



Ergebnisse 48

GLUT1 und GLUT4 (GLUT1 DIO 0,068 + 0,25 vs. DIO+Exe 0,124 + 0,44, p = 0,0250;
GLUT4 DIO 0,630 + 0,361 vs. DIO+Exe 2,287 + 0,743, p = 0,0009; Abb. 25).
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Abb. 25: Grafische Darstellung der GLUT1- sowie GLUT4-Expression DIO vs. DIO+Exe (die Durch-
fihrung der Versuche sowie die Abbildungserstellung erfolgte durch die PhD-Studentin Frau Khatereh

Shabhrjerdi.)

Zusatzlich konnte die mitochondriale Funktion durch die in-vivo Langzeitbehandlung
verbessert werden (ATP-Linked Respiration (DIO 131,7 + .51,88 vs. DIO+Exe 228,8 +
97,54, p = 0,0252; Complex2 Respiration DIO 90 + 24,93 vs. DIO+Exe 117,1 £ 42,40,
p = 0,1527; Physiological Respiration DIO 135,7 + 56,13 vs. DIO+Exe 212,6 + 58,31,
p = 0.0237; Proton Leak Respiration DIO 96,51 + 21,22 vs. DIO+Exe 84,86 + 24,72,
p = 0,6070; Maximum Respiration (FCCP) DIO 145,0 £ 35,59 vs. DIO+Exe 261,1
92,57, p = 0,0092; Maximum Respiration (Succinat) DIO 223,1 £ 57,07 vs. DIO+Exe
326,6 + 101,3, p = 0,0244; Abb. 26).

Bei der Berechnung der Proton Leak Respiration wurde der Mann-Whitney-U-Test
durchgefuhrt, da in der DIO+Exe-Gruppe keine Normalverteilung nachgewiesen wer-

den konnte.
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Abb. 26: Grafische Darstellung der Mitochondrienfunktion mittels OROBOROS DIO vs.
DIO+Exe (die Durchfiihrung der Versuche die Abbildungserstellung erfolgte durch die PhD-Studentin
Frau Khatereh Shahrjerdi.)
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Abb. 27: Exemplarische Auswertung der OROBOROS-Versuche DIO vs. DIO+Exe (die Abbildungs-
erstellung erfolgte durch die PhD-Studentin Frau Khatereh Shahrjerdi.)
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4. Diskussion

Die Ergebnisse dieser Dissertation zeigen, dass eine Langzeitbehandlung mit Exe a)
die diastolische Dysfunktion reduziert, b) die postischamische Herzfunktion verbessert,
ohne die Infarktgrofe zu reduzieren, und c) die GLUT4- und GLUT1-Gehalte sowie die

mitochondriale Funktion im Herzgewebe von DIO-Mausen steigert.

41 Die Wirkung von Exenatid auf die diastolische Dysfunktion

4.1.1 Exenatidwirkung im Tiermodell

In dieser Dissertation wurde Mausen alle zwei Tage eine hohe Dosis Exe verabreicht.
Es existieren mehrere andere Grundlagenstudien, in denen GLP1-Rezeptor-Agonisten
auf ihre kardiovaskulare Funktion und die zugrundeliegenden Mechanismen unter-
sucht wurden; als beispielhafte Arbeiten seien hierflr Leivaditis et al.”® sowie Robinson
et al.”® genannt. Es konnte gezeigt werden, dass GLP1-Agonisten neben der Reduk-
tion des Korpergewichts weitere kardioprotektive Effekte besitzen, wie z. B. eine Ver-
besserung der Herzfunktion, eine Verbesserung der Herzstruktur sowie der linksventri-
kularen Endothelfunktion®. Dariiber hinaus scheinen GLP1-Agonisten die kardiale Re-
modellierung zu hemmen, indem sie reaktive Sauerstoffspezies (ROS) reduzieren und
das Immunsystem herunterregulieren’®8!. Auch auf die Mitochondrien scheinen
GLP1-Agonisten eine schiitzende Wirkung zu haben828384 Beziiglich des Zellstoff-
wechsels konnte gezeigt werden, dass Exe die AMPK hochreguliert.68 Yen-Chun Lai
et al. konnten zeigen, dass Uber den SIRT-Akt-AMPK-Signalweg GLUT4 erhdht wird,
was eine insulinunabhangige Glukoseaufnahme in Myozyten gewahrleistet und zu ei-
ner Verbesserung der kardiopulmonalen Hamodynamik bei HFpEF fiihrte®. Im Rah-
men dieser Dissertation konnten wir nun bestatigen, dass Exe auch unter diabetischen
Bedingungen noch das Potenzial besitzt, GLUT4 zu erhéhen. Dies wirkt sich auf eine
verbesserte mitochondriale Funktion und somit potentiell auf eine verbesserte Herz-

struktur und -funktion aus.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Untersuchung der subzellularen Signalwege, die
den dargestellten Effekten zugrunde liegen, nicht vorgenommen. Die Untersuchung

der dosisabhangigen Wirkung von Exe auf den oben genannten Signalweg sowie die
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Untersuchung weiterer Effekte sollten daher Gegenstand zukuinftiger Studien darstel-
len. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Vergleich von LD Exe mit HD Exe in unseren
Ex-vivo-Daten vorgenommen: Wahrend in den LD-Experimenten eine kontinuierliche
Verabreichung von Exe Uber den Puffer erfolgte, wurde in den HD-Experimenten ein
kurzfristiges Loading mit Exe durchgeflhrt. In beiden Ansatzen konnten keine signifi-
kanten Verbesserungen der Parameter im Langendorff-Gerat nachgewiesen werden.
Um eine therapeutische Wirkung von Exe in der Kurzzeitanwendung zu untersuchen,

waren fur beide Analysegruppen weitere Dosiserhéhungen erforderlich.

Aus den vorliegenden klinischen Daten sowie den Ergebnissen der Tierversuche geht
hervor, dass Patienten, die an T2D leiden und gleichzeitig an DCM erkrankt sind, eine
ventrikulare Dilatation entwickeln®. In dieser Dissertation konnte im Tierversuch eine
Reduktion des Herzvolumens durch Exe beobachtet werden, was in Einklang mit den
Ergebnissen anderer Tierversuche zu GLP-1-RAs steht. Moniji et al. konnten ebenfalls
ein verringertes systolisches sowie diastolisches Herzvolumen bei DIO-Mausen nach-
weisen, die Exe-Injektionen erhielten. Daruber hinaus wird in der vorliegenden Arbeit
dargelegt, dass Exe eine verbesserte kardiale Insulinsignalisierung und eine reduzierte

kardiale Steatosis im diabetischen Mausmodell bewirkt83.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde Exe sowohl auf lange als auch auf kurze Sicht
untersucht. Es konnten nur bei der In-vivo-Langzeitbehandlung positive Ergebnisse
erzielt werden, wahrend dies bei der Ex-vivo-Perfusion nicht moglich war. Dies deutet
darauf hin, dass Exe mdglicherweise keine direkte Wirkung auf das Myokard hat. In
diesem Zusammenhang ist die Beobachtung von Almutairi et al. zu erwahnen: Dort
wird darlegt, dass durch den GLP-1-RA Liraglutid eine Verbesserung der myokardialen
Glukoseoxidation durch indirekte Mechanismen erfolgt, welche zu einer positiven Aus-
wirkung auf die kardiale Auspragung im diabetischen Modell fihrten®’. Es ist anzuneh-
men, dass ahnliche Effekte auch flr Exe denkbar sind, da durch Exe ebenfalls syste-
mische Effekte durch die In-vivo-Behandlung erzielt wurden. So wiesen die Mause in-
folge der Exe-Verabreichung ein geringeres Korpergewicht und eine verbesserte Glu-
kosetoleranz auf. Diese Effekte kdnnten folglich die Verschlechterung der Herzfunktion
unter diabetischen Stoffwechselbedingungen verringern und somit die Herzfunktion im
Vergleich zur DIO-Gruppe verbessern, ohne die Herzfunktion direkt zu beeinflussen.
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4.1.2 Exenatidwirkung im Menschen

HFpEF (Heart failure with preserved ejection fraction) tritt bei 20-30 % der Diabetespa-
tienten auf®®8%, Zu den géngigen Therapien gehoren aktuell ACE-Hemmer, Betablo-
cker, Mineralokortikoid-Antagonisten und SGLT2-Inhibitor als HF-Medikamente®°. Ak-
tuelle Studien empfehlen ebenfalls GLP1-Rezeptoragonisten fur T2D-Patienten mit
vorbestehender KHK®'. Unsere Ergebnisse unterstreichen jedoch auch den potenziel-
len Einsatz bei diabetischen Patienten mit bestehender HF. Diese Erkenntnisse stehen
im Einklang mit aktuellen klinischen Studien zu GLP1-Agonisten bei HFpEF, die eben-
falls eine Verringerung der mit HF verbundenen Symptome, eine verbesserte korper-
liche Funktionsfahigkeit, eine geringere Entzindungsreaktion bei Patienten mit T2D
und weniger schwerwiegende unerwiinschte Ereignisse zeigen®296, Darliber hinaus
wurde nachgewiesen, dass intravenos verabreichtes Exe bei diabetischer Kardiomyo-
pathie kurz nach der Infusion zu einem Anstieg des Herzindex und der Herzfrequenz
flhrt%4.

Wie in groBen randomisierten kontrollierten Studien gezeigt wurde®, gibt es bei den
verfugbaren GLP1-Rezeptoragonisten unterschiedliche Potenziale zur Reduzierung
kardiovaskularer Ereignisse, einschliel3lich HF. Die Ergebnisse der groRen Studien zu
den verschiedenen GLP-1-RAs (ELIXA, LEADER, REWIND, Amplitude O, SELECT,
SUSTAIN-6, PIONEER-6, EXSCEL) wurden diesbezlglich in der Einleitung dieser Dis-

sertation thematisiert.

In der zuvor beschriebenen EXSCEL-Studie wurde die Exe-Behandlung jedoch aus-
schliel3lich einmal wochentlich mit vergleichsweise geringer Dosierung (2 mg/Woche)
bei Patienten mit T2D auf kardiovaskulare Ergebnisse untersucht. In dieser Kohorte
konnte kein klinischer Nutzen der Exe-Behandlung festgestellt werden®*. Die kurze
Halbwertszeit von Exe im Vergleich zu anderen GLP1-Rezeptoragonisten kdnnte eine
magliche Erklarung flr die beobachteten Phanomene darstellen®®. Es besteht dem-
nach die Moglichkeit, dass die einmal taglich verabreichte Dosierung nicht ausreichend
hoch war. Im Vergleich dazu konnte die zweimal taglich verabreichte Dosierung eine
Verbesserung von kardiovaskularen Risikomarkern wie den HDL-Cholesterin-Spie-
geln (HDL-C), dem Kérpergewicht und hsCRP (hochsensitives C-reaktives Protein) als

Marker fiir subklinische Entziindungen bewirken®’. Des Weiteren wurde bei mehr als
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40 % der Probanden ein vorzeitiger Abbruch der Exe-Injektion beobachtet®®, was die

Schutzwirkung potenziell verringert haben konnte.

4.2 Die postischamische Verbesserung der Herzfunktion durch Exenatid

4.2.1 Im Mausmodell

Die Datenlage einer IS-Steigerung unter diabetischen Konditionen im Tiermodell
scheint bisher nicht eindeutig: Miki et al.®® fassten in einem Literatur-Review im Jahr
2012 die verschiedenen Studien bezuglich einer Anderung der IS in diabetischen Kon-
ditionen zusammen: Die Autoren beschrieben, dass in zwei (nicht naher bezeichneten)
Mausmodellen und in drei ob/ob Mausmodellen eine I1S-Erhéhung unter diabetischen
Konditionen festzustellen war. Es konnte keine einzige Studie zur IS-Senkung bei
Mausen unter diesen Bedingungen gefunden werden. Beziglich einer gleichbleiben-
den IS wurde eine Studie zu (nicht naher bezeichneten) Mausen und eine weitere Stu-
die zu ob/ob-Mausen gefunden®. In dieser Dissertation wurde das DIO-Modell ver-

wendet, um ein Lebensstil-bedingtes Fruhstadium des T2D zu imitieren.

Jedoch hat die Gabe von Exe in unseren Versuchen weder im DIO- noch im NCD-
Modell eine InfarktgroRenreduktion bewirken kdnnen. Allerdings wurde im NCD-Modell
ausschlief3lich eine Kurzzeit-Exe-Wirkung am isolierten Herzen im Langendorff-Appa-
ratus untersucht. Es ist also anzunehmen, dass die Exe-Wirkung weitere systemische
Effekte haben muss, oder die Exe-Wirkung nicht ausreichend lang war, um eine IS-

Reduktion im Mausmodell zu erzielen.

Hinsichtlich des DIO-Modells ist bekannt, dass Mause nach einer Operation eine an-
dere Chemokinreaktion zeigen als NCD-Mause und dass weniger Makrophagen den
kardialen Umbau beeinflussen'®. Diese beiden Mechanismen koénnten mogliche
Grunde daflr sein, dass wir im diabetischen Mausmodell keine Verringerung der In-
farktgréfRe unter Exenatidwirkung nachweisen kénnen. Dennoch gibt es viele Tierstu-
dien, in denen Exe eine Verringerung der InfarktgroRe bewirken konnte'01.102.103 |n
diesen Studien wurden jedoch weder diabetische- noch Mausmodelle getestet, wes-
halb wir hypothetisieren, dass Exe die Kardiomyozyten im diabetischen Mausmodell
nicht schutzt, sondern vielmehr die Funktion des erhaltenen Myokards verbessert.
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4.2.2 Im Menschen

In einer weiteren Studie zu Exe zeigte eine retrospektive Analyse, dass die Inzidenz
von Myokardereignissen, Krankenhausaufenthalten aufgrund von Myokardereignissen
und Krankenhausaufenthalten aus anderen Grunden bei Exe signifikant niedriger

war’0,

die Datenlage zur Infarktgrof3enreduktion ist unter Exe beim Menschen jedoch wider-
spruchlich: Garcia Del Blanco et al. und Roos et al. konnten in MRT-Studien keine
InfarktgroRenreduktion nach Exe-Gabe zeigen'?41%_|n anderen Studien konnten Lgn-
borg et al. eine Verringerung der Infarktgréfie bei Patienten mit ST-Strecken-Hebung
nachweisen und Woo et al. beschrieben eine Verringerung der Infarktgréf3e durch
Messung der Kreatinkinase-MB, der Troponin-Werte sowie durch Magnetresonanzto-

mographie’""2,

Bestehender T2D scheint der relevante Aspekt flr eine mdgliche Verringerung der In-
farktgroRe zu sein. Studien am Menschen zeigen auch, dass der Entzindungsprozess
bei Diabetikern verandert zu sein scheint: Marfella et al. haben nachgewiesen, dass
hyperglykamische Patienten im Vergleich zu normoglykamischen Patienten in Proben
aus dem peri-infarzierten Bereich mehr Makrophagen, T-Lymphozyten, HLA-DR-Zel-
len und mehr NFkappaB-Aktivitdt, TNF-alpha und Caspase-3 aufweisen’®. Im Hin-
blick auf die InfarktgrofRe unter diabetischen Bedingungen beim Menschen ergaben
sich in Studien im Vergleich zu nicht-diabetischen Bedingungen keine Hinweise auf

eine vergroRerte Infarktflache 07108,

4.3 Exenatidwirkung auf zelluldrer Ebene

Es ist weiterhin zu berUcksichtigen, dass das menschliche Herzgewebe Endothelzel-
len, Fibroblasten, Perizyten, glatte Muskelzellen, Immunzellen, Adipozyten, Mesothel-
zellen sowie neuronale Zellen als zusatzliche Zelltypen enthalt.%® Aus diesem Grund
ist denkbar, dass diese Zelltypen flir das komplexe Zusammenspiel der myokardialen
Stoffwechselanpassung bei MI, insbesondere unter T2D-Bedingungen, relevant sein
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kénnten. So konnte bereits nachgewiesen werden, dass auch neonatale Fibroblasten
GLUT4 exprimieren'0, Im Erwachsenenalter scheint jedoch der Glukoseaufnah-
metransporter GLUT1 die vorherrschende Funktion zu erfiillen'. Fiir Endothelzellen
stellt die Glykolyse die primare Energiequelle dar, die in erster Linie auf GLUT1 ba-
siert''?2, Dennoch wird GLUT4 zuséatzlich exprimiert und scheint spezifischen krank-
heitsbedingten Veranderungen zugrunde zu liegen''3114. T2D-Kardiomyozyten expri-
mieren weniger GLUT43#; diese Rezeptoren werden jedoch wahrend einer Ischamie
hochreguliert®. Es wurde auch nachgewiesen, dass eine verstéarkte Translokation von
GLUT4 an die Zelloberflache eine schitzende Wirkung auf Kardiomyozyten be-
sitzt!1%89 In diesem Zusammenhang ist bekannt, dass antidiabetische Medikamente
mit Exe auch die Translokation von GLUT4 an die Zelloberflache erhéhen®®. Dariiber
hinaus gibt es die bereits beschriebenen Hinweise darauf, dass Exe auch eine Aktivie-
rung der AMPK bewirkt.%® Basierend auf diesen Daten schlieRen wir, dass ein mogli-
cher Mechanismus flr die verschlechterten funktionellen und strukturellen Parameter
im diabetischen Stoffwechsel auf eine verringerte Expression von GLUT4 auf der
Oberflache von Kardiomyozyten zurlickzufiihren sein kdnnte. Exe kénnte durch eine
erhdohte GLUT4-Translokation zu einer verbesserten lokalen Glukoseaufnahme und

damit zu einer Verbesserung der strukturellen und funktionellen Parameter beitragen.

In der Literatur sind zuséatzlich weitere Effekte durch Exe beschrieben: So wird Exe ein
positiver Effekt auf das Calciumcycling durch eine Erhéhung der SERCA2a-Aktivitat

zugesprochen, was sich wiederum positiv auf eine HF-Symptomatik auswirken
kann102,116,117_

Weiterhin wird Exe in der Literatur eine Inhibierung der kardialen Remodellierung zu-
gesprochen, wobei hier unterschiedliche Ansatze bezuglich dessen Funktionsweise zu

existieren scheinen1é. 81,
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44 Limitationen der Dissertation

441 Das DIO-Mausmodell

Das DIO-Mausmodell wurde im Jahr 1988 von Surwit et al. eingeflhrt. Hierbei wurden
C57BL/6J Mause einer 6-monatigen Diat mit hohem Fettanteil, kurzkettigen Kohlen-
hydraten sowie geringem Ballaststoffanteil zugefuhrt. Die Mause zeigten einen phano-
typischen Diabetes mit einem Blutglukosespiegel >240 mg/dl und einem Insulinlevel
>150uU/mL. Hieraus wurde geschlussfolgert, dass C57BL/6J-Mause eine genetische
Pradisposition zur Entwicklung eines T2D besitzen''®. Weiterhin zeigte sich eine Insu-
linresistenz in Glukose-toleranz-Tests'?0. In weiterfiihrenden Studien wird beschrie-
ben, dass das DIO-Mausmodell ein effizientes Modell fur die gestorte Glukosetoleranz
sowie einen Frihstadium des T2D darstellt und als gutes Hilfsmittel flr therapeutische
Interventionen des T2D gilt*?. Aus Nguyen-Phuong et al.'?' geht hervor, dass durch die
HFD nach 4 Wochen ein Modell des metabolischen Syndroms mit Fettleibigkeit, er-
héhtem Plasmacholesterinlevel, erhdhtem C-Peptid sowie Nuchternglukoselevel dar-
gestellt wird, bevor im weiteren Verlauf das Stadium des Pra-Diabetes eintritt. Nach 12
Wochen HFD und einer Gewichtszunahme von >16,23g kann von einer Entwicklung

eines T2D ausgegangen werden'?!.

Die Mause, die im Rahmen dieser Dissertation verwendet wurden, wurden fir 24 Wo-
chen mit einer HFD gefuttert. Weiterhin wurde bei den verwendeten Mausen eine ge-
storte Glukosetoleranz im Glukosetoleranztest aufgezeigt. Jedoch ist eine Limitation
dieser Dissertation, dass nicht sichergestellt werden kann, ob bei samtlichen Mausen
eine volle Auspragung eines T2D vorlag, sodass hier eher von einem Zustand des
metabolischen Syndroms mit einhergehendem Pradiabetes bzw. einem Frihstadium
des T2D ausgegangen wird. Um die vollstandige Auspragung eines T2D bei Mausen
annehmen zu kénnen, ware die Kombination des DIO-Modells mit dem STZ-Modell
eine denkbare Alternativmdglichkeit. Von Venkata et al.'?? wird die Kombination von
STZ- und DIO-Modell als einfache Methode beschrieben, um ein adipdses T2D-Modell

mit moderater Hyperglykdmie und Insulindefizienz zu erreichen.
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4.4.2 Vergleichbarkeit von Maus und Mensch

Das Mausmodell ist in der medizinischen Forschung essenziell, da das Erbgut der
Mause vollstandig entschlisselt ist'?3. Das Erbgut von M&dusen und Menschen ahnelt
sich zudem stark'?4. Viele Erkrankungen haben bei beiden Spezies somit dieselbe ge-

netische Ursache'25,

Die Forschung an Mausen zahlt dabei grundsatzlich zur Grundlagenforschung'?® und
findet in der Regel vor der klinischen Testung am Menschen statt'?”. Um die Grundla-
genforschung statistisch aussagekraftig zu machen, bedarf es einer Elimination von
Storfaktoren, weshalb alle Mause dieselbe Diat- und Zuchtbedingungen erhalten kon-
nen. Weiterhin konnen die Mause mit nahen Verwandten verpaart werden, was zu ei-
ner geringen genetischen Variabilitat beitragt’?8. Diese Art von kontrollierten Bedingun-
gen ist nicht auf den Menschen Ubertragbar. Beim Menschen missen deshalb weitere
Einflussfaktoren wie genetische Pradisposition, Komorbiditaten, Medikamentenein-
nahme sowie Lebensstil bedacht werden. Einen weiteren Einflussfaktor stellt das Ge-
schlecht dar: In dieser Dissertation wurden ausschliel3lich mannliche Mause unter-
sucht, da die weiblichen Hormone ebenfalls einen Einfluss auf das kardiovaskulare

System zu haben scheinen'?.

In unserem Modell erhielten die Mause jeden zweiten Tag 0,2ug Exe. Bei einem Durch-
schnittsgewicht der Mause von 47,3g entspricht dies in etwa 4,2mg Exe pro Kilogramm
Korpergewicht und somit einer kumulativen Wochendosis von 12,6mg Exe pro Kilo-
gramm Korpergewicht. Die Dosis beim Menschen betragt 5-10ug Exe zweimal tag-
lich'3%, was (bei einem Schatzgewicht von 100 Kilogramm) einer kumulativen Wochen-
dosis von 0,7-1.4ug pro Kilogramm Korpergewicht betragt. Die kumulative Exe-Wo-
chendosis bei den Mausen betrug somit 3000-6000% der Dosis von T2D-Patienten.
Durch die vergleichbar kurze HWZ von Exe wurde dessen Wirkspiegel im Vergleich
zum Menschen jedoch nicht identisch abgebildet, was bei einer Ubertragung unserer

Daten auf den Menschen zusatzlich bedacht werden sollte.

Weiterhin wurde den Mausen durch die i.p.-Injektion (intraperitoneale Injektion) alle 2
Tage 0,2mL Flussigkeit verabreicht. Die DIO-Gruppe ohne Exe-Injektion erhielt aus
Tierschutzgrinden keine Injektion von Flussigkeit. Somit muss ein maglicher Volumen-

effekt auf die kardiale Funktion bedacht werden.
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4.4.3 StichprobengrofRe

Um die Anzahl der verwendeten Versuchstiere moglichst gering zu halten und gleich-
zeitig eine ausreichende Aussagekraft zu gewahrleisten, wurde eine GruppengrolRe
von n=6 pro Gruppe angestrebt. Diese Entscheidung basiert auf den Vorgaben des
Tierschutzes im Sinne des 3R-Prinzips (Replacement, Reduction, Refinement): Dieses
Prinzip wurde 1959 von Russel und Burch verdffentlicht und gilt weltweit als ethischer
Ansatz fir die Regulierung tierabhangiger Wissenschaft'3'. Weiterhin weisen ver-

gleichbare tierexperimentelle Studien ahnliche GruppengrofRen auf 82 101,

Eine post-hoc Power-Analyse wurde exemplarisch mit den Programm G*Power an-
hand der Kérpergewichtsdaten in Abbildung 18 durchgeflhrt. Basierend auf einer er-
rechneten Effektstarke von d = 1,59, einem Signifikanzniveau von a = 0,05 und einer
Gruppengrof3e von n = 6 wurde eine Power von ca. 69% ermittelt. Somit erlaubt diese

Teststarke trotz geringer GruppengroRe eine sinnvolle Interpretation der Daten.

Aufgrund variabler Erfolgsraten bei den Versuchen streut die Anzahl der Tiere pro Aus-
wertungsgruppe in den Langendorff-Versuchen pro Gruppe zwischenn=5und n =7.
Im Rahmen der Echokardiografie- sowie der I/R-Versuche streut die Anzahl der Tiere

pro Gruppe zwischenn =7 und n = 9.

Die vorliegenden Ergebnisse sind explorativ einzuordnen und kénnen als Grundlage

fur weiterflhrende Studien mit erweiterten Stichproben dienen.
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5. Ausblick

5.1 Die zukinftige Rolle von GLP1-Agonisten

5.1.1 GLP1-Agonisten zur Behandlung der Adipositas

Semaglutid s.c. wurde im Jahr 2021 zur Behandlung der Adipositas zugelassen'3?.
Spater wurde orales Semaglutid mit bis zu 14mg pro Tag eingefiihrt'33, Aktuell findet
eine klinische Studie statt (PIONEER-PLUS), in welcher Semaglutid p.o. mit 50mg/Tag
an adipdsen Patienten ohne T2D getestet wird. Der Gewichtsverlust hat sich hierbei

fast verdoppelt'34.

Tirzepatid als GLP-1-RA und gleichzeitig GIP (glucose-dependent insulinotropic po-
lypeptide) -RA wurde im SURPASS-Programm getestet und hat ebenfalls zu einem
klinisch relevanten Gewichtsverlust gefiihrt’3>. GIP ist ein Hormon, welches aus dem
Jejunum nach Nahrungsaufname ausgeschuttet wird und Insulinsekretion, Glucagon-
sekretion und Lipidpufferkapazitat des Fettgewebes erhoht.'3. Aus diesem Grund fin-
den aktuell viele Studien beziglich der Kombination von GLP1-RA mit GIP-RAs

statt’37,

Ein zentrales Problem der GLP1-Agonisten ist jedoch eine erneute Zunahme des Kor-
pergewichts nach Absetzen des Medikamentes'3. Eine Umstellung der Lebensge-
wohnheiten als Primértherapie wird empfohlen®*. Eine weitere Therapiemdglichkeit mit
dem Ziel der Gewichtsreduktion stellt die bariatrische Operation dar: Eine Ubersicht
uber die Behandlung der Adipositas mittels bariatrischer Operation wird durch Wolfe

et al. dargestellt’°.

5.1.2 GLP1-Agonisten zur Behandlung der Herzinsuffizienz

Aktuelle Studien untersuchen den Einsatz von GLP1-Agonisten bei einer bestehenden
HF: Hier ist vor allem der GLP-1-RA Semaglutid zu nennen, welcher in der STEP-

HFpEF-Studie untersucht wurde: Hier wurde Semaglutid einmal wochentlich bei fett-
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leibigkeitsassoziierter HF ohne T2D mit erhaltender Ejektionsfraktion (EF>45%) ver-
abreicht. Es wurden signifikante Verbesserungen bezuglich der korperlichen Limitatio-

nen sowie einem starkeren Gewichtsverlust gegeniiber einem Placebo aufgezeigt'4°.

Eine weitere Studie zu Semaglutid (STEP-HFpEF DM) untersuchte die Auswirkungen
bezlglich der Gewichtsreduktion bei T2D-Patienten’#', jedoch haben die Studienteil-
nehmer in der STEP-HFpEF DM weniger Koérpergewicht verloren als die Teilnehmer in
der STEP-HFpEF ohne T2D.

In weiteren Analysen der genannten Studien wird zusammengefasst, dass Semaglutid
im Vergleich zu einem Placebo die HF-Symptomatik sowie die kdrperlichen Funktionen
und das Koérpergewicht unabhangig von anderen Cofaktoren verbessert; Semaglutid

wurde dabei insgesamt gut toleriert®3.

GLP-1-RA bekommen, ahnlich zu den SGLT2-Inhibitoren, in den aktuellen Leitlinien
einen zunehmenden Stellenwert bei kardialer Symptomatik. GLP1-RA werden von
dem American College of Physicians aktuell zur Reduktion der Mortalitat, schwerwie-
gender unerwunschter kardiovaskularer Ereignisse sowie Schlaganfallen empfoh-
len'#2, In aktuellen klinischen Studien zu GLP1-Agonisten bei HFpEF wird ebenfalls
eine Verringerung der mit HF verbundenen Symptome, eine verbesserte korperliche
Funktionsfahigkeit, eine geringere Entziindungsreaktion bei Patienten mit T2D und we-

niger schwerwiegende unerwiinschte Ereignisse beschrieben9%93.

Trotz der aktuell durchlaufenden Studien bezlglich HF und GLP1-RA ist diese Medi-
kamentenklasse aktuell noch nicht fur HF zugelassen. Die aktuelle Anwendung be-
schrankt sich auf T2D sowie Adipositas; bezuglich der Behandlung einer HF-Sympto-
matik werden aktuell vermehrt SGLT-2-Inhibitor empfohlen®. Aufgrund der aktuellen
Studienlage und aufgrund der Daten dieser Dissertation ist denkbar, dass GLP1-Ago-
nisten bei einer HF-Symptomatik ahnliche Vorzige wie die SGLT-2-Inhibitor besitzen

konnen.
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5.1.3 Die Rolle von Exenatid im Vergleich zu anderen GLP1-Agonisten

Yao et al.®® verglichen die verschiedenen GLP-1-RA untereinander: zu anderen GLP-
1-RA zeigt Exe einen vergleichsweise geringeren Effekt auf den HbA1c, den Nichtern-
glukosespiegel sowie das Korpergewicht. Bezuglich moglicher Nebenwirkungen zeigt
Exe ein &hnlich hohes Risiko fiir Diarrhoe, Ubelkeit sowie Erbrechen. Die Wahrschein-
lichkeit fur einen Abbruch der Einnahme von Exe war unter allen GLP1-RA am héchs-
ten%5. Zusatzlich konnte Exe in der EXSCEL-Studie keine signifikante Verbesserung

des kardiovaskularen Outcomes aufzeigen®*.

Exenatid wurde als erster GLP-1-RA zur Behandlung von T2D im Jahr 2005 zugelas-
sen*? und ist deshalb als wichtiger Vertreter der GLP-1-RA anzusehen, scheint in der

aktuellen klinischen Praxis jedoch in den Hintergrund getreten zu sein.

Durch die hier beschriebenen Effekte auf die GLUT4-Translokation kdnnte Exe jedoch
weiterhin einen klinischen Nutzen bei T2D-Patienten zeigen. Um hierzu weitere Aus-
sagen zu tatigen bedarf es weiterer Untersuchungen bezlglich einer moglichen
GLUTA4-Translokation bei Patienten.
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