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1 ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund und Ziele der Studie:

Glucagon-Like Peptide-1 (GLP-1) ist ein Inkretinhormon mit Wirkungen auf verschiedene
Organsysteme. Exendin-4 ist ein potenter Agonist des GLP-1-Rezeptors. Da eine systemische
Aktivierung des GLP-1-Rezeptors gestorte Glucosetoleranz lindern kann, findet GLP-1-
basierte Therapie verbreitete Anwendung in der Behandlung von Typ-2-Diabetes mellitus.
Neuerdings werden GLP-1-Rezeptoragonisten aufgrund ihrer gewichtsreduzierenden

Wirkung als potentielle Antiadiposita diskutiert.

Aufgrund der Expression des GLP-1-Rezeptors im Herzen hat GLP-1 direkte kardiale
Wirkungen. Studien zufolge steigert GLP-1 die kardiale Glukoseaufnahme. Es wurde
auBBerdem gezeigt, dass GLP-1 durch Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) die
Kontraktilitdit von Kardiomyozyten herabsetzt. Allerdings wurden diese Untersuchungen
unter unphysiologischen Bedingungen durchgefiihrt, ndmlich mit Glucose als alleinigem
Substrat, obwohl das Herz iiberwiegend Fettsduren zur ATP-Herstellung verstoffwechselt.
Ziel der vorliegenden Studie war es, die Effekte von GLP-1 und Exendin-4 auf die kardiale
Glucoseverwertung und Pumpfunktion unter Beriicksichtigung des Fettsdurestoffwechsels zu
charakterisieren. Des Weiteren sollten die Wirkungen einer systemischen Langzeitbehandlung

mit GLP-1 auf die kardiale Glucoseoxidation und die Herzleistung untersucht werden.
Methodik und Ergebnisse:

Herzen von Sprague-Dawley-Ratten wurden im arbeitenden Modus fiir eine Gesamtdauer von
60 Min mit entweder Glucose (5 mM) oder Glucose (5 mM) und Oleat (0,4 mM) als Substrate
perfundiert. Nach 30 Min wurde GLP-1 oder Exendin-4 (jeweils 0,5 nM oder 5 nM)
zugegeben. Die Raten der kardialen Glucoseaufnahme und Glucoseoxidation wurden mittels
[2-’H]-Glucose und [U-'*C]-Glucose bestimmt. Leistungsparameter des isolierten Herzens

wurden durchgéngig registriert.

Mit Glucose als alleinigem Substrat steigerte GLP-1 (5 nM) sowohl die Glucoseaufnahme als
auch die Glucoseoxidation, wiahrend Exendin-4 (5 nM) nur die Glucoseoxidation stimulierte.

Weder GLP-1 noch Exendin-4 beeinflusste die Herzleistung.

Mit der gemischten Substrat-Konstellation wurden hingegen die kardialen Wirkungen beider

Peptide stark verdndert. GLP-1 konnte weder die Glucoseaufnahme noch die



Glucoseoxidation aktivieren. Zudem senkte GLP-1 (5 nM) die Herzleistung signifikant.
Exendin-4 zeigte weiterhin keinen Effekt auf die Herzleistung. Allerdings senkte Exendin-4
die Glucoseaufnahme in beiden Konzentrationen und konnte die Glucoseoxidation nicht mehr
stimulieren. Wiahrend die oleat-abhingige, negativ inotrope Wirkung von GLP-1 durch
Zugabe des GLP-1-Rezeptorblockers Exendin (9-39) vollstindig aufgehoben wurde, blieb der
oleat-abhéngige Effekt von Exendin-4 auf die kardiale Glucoseaufhahme durch diese

Blockade unbeeinflusst.

Zur Uberpriifung ob die oleat-abhiingige, negativ inotrope Wirkung von GLP-1 durch
Aktivierung der PKA vermittelt wird, wurde GLP-1 in Anwesenheit des PKA-Inhibitors H-89
zugegeben. Allerdings konnte H-89 die Senkung der Herzleistung durch GLP-1 nicht

hemmen.

Zur Untersuchung chronischer, kardialer Effekte von GLP-1 wurden bei Ratten osmotische
Pumpen implantiert, die eine kontinuierliche, intravendse Applikation von GLP-1
ermoglichten. Nach einer vierwochigen Dauerbehandlung untersuchten wir die Herzfunktion
in vivo mittels Echokardiographie und ex vivo mittels isolierter Rattenherzperfusion.
Wihrend wir keine Verdnderung der Herzfunktion in vivo feststellten, waren sowohl die
Herzleistung als auch die kardiale Glucoseoxidation in der mit GLP-1 behandelten Gruppe
signifikant reduziert. Im Unterschied zu der berichteten insulinotropen Wirkung von GLP-1
waren diese Behandlungseffekte nicht mit einer Steigerung des Plasma-Insulinspiegels

assoziiert.
Schlussfolgerungen:

In Anwesenheit von Oleat in physiologischer Konzentration ist GLP-1 nicht in der Lage, die
kardiale Glucoseverwertung zu steigern. AuBlerdem kann sowohl eine akute als auch eine
chronische Behandlung mit GLP-1 die Herzleistung senken. Der GLP-1-Rezeptor-Agonist
Exendin-4 kann, unabhéngig vom GLP-1-Rezeptor, unterschiedliche Wirkungen auf die
kardiale Glucoseaufnahme und Pumpfunktion im Vergleich zu GLP-1 selbst haben. Die
Ergebnisse heben die Notwendigkeit vertiefender Untersuchungen iiber kardiale Effekte
beider Peptide hervor und legen nahe, dass diese Untersuchungen in Anwesenheit von

Fettséuren erfolgen sollten.



2 EINLEITUNG

Glucagon-Like Peptide-1 (GLP-1) ist ein Inkretinhormon, das von den L-Zellen des distalen
Ileums und des Kolons gebildet und sezerniert wird. Die Freisetzung von GLP-1 wird durch
die intestinale Nahrungspassage stimuliert. Eine Besonderheit von GLP-1 ist dessen rapider
Abbau im Plasma durch das Enzym Dipeptidylpeptidase-4 (DPP-4), was unter normalen
Bedingungen einen sehr geringen Plasmaspiegel und deshalb eingeschrinkte biologische
Wirkungen des Peptids zur Folge hat. Zur Aktivierung des GLP-1-Rezeptors in vivo wurden
deshalb Agonisten entwickelt, die gegeniiber der Degradation durch DPP-4 resistent sind.
Exendin-4 ist ein wichtiger Vertreter dieser Substanzgruppe (Drucker 2006, Holst 2007).

Aufgrund der Expression des GLP-1-Rezeptors in vielen Geweben besitzt GLP-1 bzw. dessen
Mimetika ein breites Wirkungsspektrum. Sie fordern die Insulinsekretion, verzdgern die
Magenentleerung und reduzieren die Nahrungsaufnahme, was insgesamt zur Verbesserung
der Glucosetoleranz bei Insulinresistenz fiihrt. Infolgedessen findet GLP-1-basierte Therapie
verbreitete Anwendung in der Behandlung von Typ-2-Diabetes mellitus (Lovshin und
Drucker 2009). Aufgrund der gewichtsreduzierenden Wirkung von GLP-1-Rezeptoragonisten
werden diese auBerdem als potente Therapieansdtze fiir Adipositas diskutiert (Raun et al.

2007, Buse et al. 2009, Vilsboll et al. 2012).

GLP-1 und Exendin-4 konnen die Glucoseaufnahme im Skelettmuskel und Fettgewebe
steigern (Holst 2007). Im Herzen wurde gezeigt, dass GLP-1 die kardiale Glucoseaufnahme
direkt und im gleichen Mafle wie Insulin stimuliert (Zhao et al. 2006, Ban et al. 2008), was
hiufig mit seinen kardioprotektiven Effekten in Verbindung gebracht wird. Allerdings fanden
Studien zur Wirkung von GLP-1 auf die kardiale Glucoseaufnahme unter unphysiologischen
Stoffwechsel-Bedingungen statt, ndmlich mit Glucose als alleinigem Substrat, wahrend das

Herz iiberwiegend Fettsduren zur ATP-Herstellung verwendet.

Wir untersuchten als Erste die direkten Effekte von GLP-1 oder dessen Agonist Exendin-4
auf die kardiale Glucoseverwertung und Pumpfunktion unter Beriicksichtigung des
Fettsdaurestoffwechsels. Wir konnten u.a. zeigen, dass die kardialen Wirkungen beider Peptide
von Oleat signifikant beeinflusst werden und sich von den bisherigen Annahmen
unterscheiden. Zum Verstindnis der Ergebnisse und deren Interpretation sind einige
Grundlagen und relevante Aspekte iiber das Inkretinsystem sowie den myokardialen

Stoffwechsel notwendig.



2.1 Das Inkretinsystem und GLP-1

2.1.1 Allgemeines

Die Entdeckung des Inkretinsystems begann mit der Beobachtung, dass enterale Glucosegabe
bei gleichem Plasmaglucosespiegel in eine vielfach stirkere Insulinausschiittung als
parenteraler Applikationsweg resultierte. Dieses Phdnomen wird unter dem Begriff
Inkretineffekt gefasst. Des Weiteren wurde festgestellt, dass Gabe von intestinalem
Zellextrakt die Insulinsekretion bei Hunden steigerte (Drucker 2006). Es wurde deshalb die
Existenz bestimmter neurohumoralen Faktoren des Verdauungstraktes, also der Inkretine
vermutet, die an der postprandialen Insulinfreisetzung mafigeblich beteiligt sind. Als erstes
Inkretinhormon wurde das Glucose-dependent Insulinotropic Polypeptide (GIP) in den 1970er
entdeckt. Mehr als eine Dekade spdter wurde erstmals das zweite Inkretinhormon, das
Glucagon-like Peptide-1 (GLP-1), bei der Klonierung von Proglucagon-cDNA als Produkt

einer Gensequenz innerhalb des Proglucagongens identifiziert.

Abbildung 1: Unterschiedliche
posttranslationale  Prozessierung von
Proglucagon im Pankreas und im Darm
/Gehirn. Die Nummern kennzeichnen die

Pankreas m Positionen der Aminosduren in der aus
’ 160 Aminosduren bestehenden

1 30 33 6164 69 72 158

Proglucagon

[
1 R e26370M 77 109110 124 125 155160

Proglucagon-Sequenz. Die vertikalen

NS E ' Linien  markieren die  typischen
' ‘ ' W Spaltungsstellen. GRPP, glicentin-related
1 6 78 107NH, 111 123 126 158 . . . .
pancreatic polypeptide; IP, intervening
peptide.  Aus  (Holst  2007) mit

freundlicher Genehmigung des Verlags
American Physiological Society.

GLP-1 wird von enteroendokrinen L-Zellen gebildet und sezerniert, die vor allem im distalen
Ileum und Kolon vorkommen. AuBerdem wird GLP-1 auch im zentralen Nervensystem
synthetisiert. In L-Zellen wird Proglucagon zu Glicentin, Oxyntomodulin, GLP-1 und GLP-2
prozessiert (Abb. 1). Das bioaktive GLP-1 wird aus GLP-1 (1-37) generiert und kommt
entweder als GLP-1 (7-37 amid) oder GLP-1 (7-36 amid) vor, wobei das GLP-1 (7-36 amid)
den Hauptanteil des aktiven Peptids im humanen Plasma ausmacht (Orskov et al. 1994).
Beide Formen des aktiven GLP-1 werden nach der Sekretion von dem Enzym DPP-4 zu deren
inaktiven Fragmenten GLP-1 (9-37) oder GLP-1 (9-36) abgebaut. Aufgrund des rapiden DPP-

4-abhingigen Abbaus im Darm und in der Leber gelangen nur etwa 10-15% der sezernierten
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GLP-1-Menge in den Korperkreislauf, wo es weiterhin ziigig liber die Niere ausgeschieden
wird (Abb. 2). Infolgedessen besitzt das aktive GLP-1 nur eine sehr kurze Plasmahalbwertzeit
von 1-2 Min (Holst 2007).

10-15% nach Leberpassage

25% erreichen die

Leber
Villus
intestinalis
Abbau durch

DPP4 Abbildung 2: Die Sekretion

und der anschlieBender Abbau

\ von GLP-1 im Darm und in der

L-Zellen \_

Leber. Aus (Holst 2007) mit
freundlicher Genehmigung des
Verlags American Physiological
Society.

100% freigesetzt

Der humane GLP-1-Rezeptor ist ein heptahelikaler G-Protein-gekoppelte Rezeptor, der im
Pankreas, Niere, Lunge, Herzen und Teilen des Nervensystems exprimiert wird. Bisher wurde
nur ein einziger GLP-1-Rezeptor identifiziert, obwohl einige Studien auf mogliche Existenz
weiterer GLP-1-Rezeptoren hindeuten (Ussher und Drucker 2012). Mehrere Kaskaden
beteiligen sich an der intrazelluldren Signaltransduktion des GLP-1-Rezeptors. Bindung am
GLP-1-Rezeptor fiihrt zur Formation von zyklischen AMP (cAMP) mit anschlieBender
Aktivierung von Proteinkinase A (PKA) (Holz 2004). Dariiber hinaus ist GLP-1 in der Lage,
komplexe zelluldre Effekte durch Beeinflussung wichtiger Regulatoren wie Extracellular-
signal Regulated Kinases 1/2, Proteinkinase C, Phosphatidylinositol 3-kinase, Proteinkinase
B, und AMP-aktivierte Proteinkinase auszuldsen (Ussher und Drucker 2012).

2.1.2 GLP-1 und der systemische Glucosestoffwechsel

Aufgrund der Expression des GLP-1-Rezeptors in vielen Geweben, der seinerseits
verschiedene  Signalkaskaden beeinflusst, besitzt GLP-1 ein sehr vielfaltiges

Wirkungspektrum. Allerdings wird die Entfaltung der GLP-1-Wirkungen unter normalen
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Bedingungen durch seine kurze Plasmahalbwertzeit eingeschrankt. Zur Ermittlung der GLP-
1-Effekte in vivo ist deshalb eine kontinuierliche Infusion von rekombinantem GLP-1
notwendig. Alternativ kann entweder die Plasmahalbwertzeit des natiirlichen Peptids durch
Inhibition von DPP-4 verldngert werden, oder der GLP-1-Rezeptor durch DPP-4-resistente
Agonisten direkt stimuliert werden. Diese Maflnahmen ermoéglichten die Entdeckung einer

Reihe von systemischen und organspezifischen GLP-1-Wirkungen.

An erster Stelle ist der insulinotrope Effekt von GLP-1 zu nennen. Im Gegensatz zu
Sulfonylharnstoffen beruht dieser Effekt nicht auf einer forcierten Insulinfreisetzung, welche
auf Dauer zur Erschopfung der B-Zellen flihren konnte. Stattdessen erhoht GLP-1 die
zelluldre Insulin-Reserve durch Stimulation der Genexpression von Proinsulin und steigert
dadurch die glucose-abhédngige Insulinfreisetzung (Drucker et al. 1987). Es wurde zudem
gezeigt, dass GLP-1 sowohl in normalen als auch in diabetischen Tiermodellen die
Proliferation der B-Zellen aktiviert und deren Apoptose entgegenwirkt, wodurch eine
nachhaltige Forderung der Insulinproduktion gewihrleistet wird (Edvell und Lindstrom 1999,
Xu et al. 1999, Wang und Brubaker 2002, Li et al. 2003). Dariiber hinaus verstarkt GLP-1 die
periphere Insulinwirkung durch Hemmung der Glucagon-Freisetzung der a-Zellen (Orskov et

al. 1988, Drucker 2006).

Unabhéngig von seiner insulin-abhingigen Wirkung beeinflusst GLP-1 den systemischen
Glucosestoffwechsel durch Effekte auf andere Organe. Im Magen hemmt GLP-1 die
Peristaltik und die Saureproduktion, was zur Verlangsamung der Magenentleerung fiihrt.
Obwohl der GLP-1-Rezeptor im Magen exprimiert wird, scheinen diese Effekte durch
komplexe Interaktionen mit dem Zentralnervensystem indirekt vermittelt zu werden (Vrang et
al. 2003, Imeryuz et al. 1997, Wettergren et al. 1997). GLP-1 ist zudem in der Lage, das
Essverhalten im Sinne einer Reduktion der Nahrungsaufnahme zu veréndern; ein Effekt, der
wahrscheinlich auf eine Verdnderung des Sittigungsgefithls und eine Induktion von

Geschmacksaversion zurlickzufiihren ist (Thiele et al. 1997).

Abbildung 3 illustriert die wichtigsten Effekte von GLP-1 im Hinblick auf die Regulation des
systemischen Glucosestoffwechsels. Die kardiovaskuldren Wirkungen des Peptids werden
aufgrund ihrer direkten Relevanz fiir die Fragestellung der Arbeit in einem gesonderten

Kapitel besprochen.
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Abbildung 3: GLP-1-Effekte auf verschiedene Gewebe und Organsysteme mit Fokus
auf die Beeinflussung des systemischen Glucosestoffwechsels. GLP-1 wirkt direkt auf
das endokrine Pankreas, den Magen, das Gehirn und das Herz. Die Effekte auf die
Leber und die Skelettmuskulatur sind indirekt. Aus (Drucker 2006) mit freundlicher
Genehmigung des Verlags Elsevier.

2.1.3 GLP-1-Mimetika

Wihrend die Aktivierung des GLP-1-Rezeptors experimentell durch eine kontinuierliche

Infusion des Peptids erreicht werden kann, ist in klinischen Kontexten der Einsatz von GLP-

1-Mimetika wie DPP-4-Inhibitoren (indirekte Mimetika) oder GLP-1-Rezeptoragonisten fiir

diesen Zweck erforderlich. Beispiele fiir zugelassene DPP-4-Inhibitoren sind Sitagliptin,

Vitagliptin, Linagliptin. Allerdings haben DPP-4-Inhibitoren GLP-1-unabhingige Effekte,

nicht zuletzt weil das Enzym DPP-4 aufler GLP-1 noch viele weitere Peptide spalten kann. Im

Vergleich zu DPP-4-Inhibitoren sind GLP-1-Rezeptoragonisten in Bezug auf die Spezifitit

die bessere Wahl zur Verstirkung der GLP-1-Effekte. Bisher zugelassene Vertreter dieser

Gruppe sind Exenatid und Liraglutid.
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Exenatid ist ein synthetisches Exendin-4, das urspriinglich aus dem Speichel der Gila-
Krustenechse isoliert wurde. Exendin-4 hat eine Kettenldnge von 39 Aminosduren und weist
53% Homologie zum humanen GLP-1 auf. Es wird im Allgemeinen als ein hoch potenter
GLP-1-Rezeptoragonist akzeptiert. Dank seiner Resistenz gegen DPP-4 hat Exendin-4 eine
wesentlich ldngere Plasmahalbwertzeit (~ 30 Min) im Vergleich zu GLP-1. Wihrend
Exendin-4 den GLP-1-Rezeptor stimuliert, ist dessen Fragment Exendin (9-39) ein
kompetitiver Antagonist des Rezeptors (Goke et al. 1993). Im Unterschied zu Exendin-4 weist
Liraglutid (NN2211) 97% Homologie zu GLP-1 auf und ist deshalb ein GLP-1-Analogon.
Liraglutid besitzt ein verldngertes pharmakokinetisches Profil, das sowohl auf die Resistenz
gegen DPP-4 als auch auf die Formation von nicht-kovalenter Bindung mit Albumin

zurlickzufiihren ist (Juhl et al. 2002, Drucker 2006).

GLP-1-basierte Therapie hat sich in der Behandlung von Typ-2-Diabetes als effektiv erwiesen
(Lovshin und Drucker 2009). Das therapeutische Nutzen wird dabei u.a. durch verbessertes
Blutzucker-Profil, Pankreas-Protektion, erhdhte Insulin-Produktionskapazitit und gesteigerte
Insulinempflindlichkeit charakterisiert. Dariliber hinaus bewirken GLP-1-Rezeptoragonisten,
insbesondere Liraglutid, ausgepriagte Gewichtsreduktion sowohl in diabetischen als auch in
nicht-diabetischen Individuen (Buse et al. 2009, Garber et al. 2009, Astrup et al. 2009). Das
hat zur Folge, dass GLP-1-Rezeptoragonisten neuerdings auch als potentielle Antiadiposita

diskutiert werden (Vilsboll et al. 2012).

2.2 Kardiovaskulidre Wirkungen von GLP-1

GLP-1 beeinflusst das kardiovaskuldre System durch komplexe Effekte auf das
Zentralnervensystem und das Herz. Untersuchungen in Nagetieren zeigten, dass GLP-1- oder
Exendin-4-Infusion den systemischen Blutdruck und die Herzfrequenz akut erhdhte (Barragan
et al. 1994, Barragan et al. 1996). Diese Effekte scheinen vom antidiuretischen Hormon
(ADH) und der vagalen Versorgung des Herzens abhingig zu sein (Isbil-Buyukcoskun und
Gulec 2004, Barragan et al. 1999). Aufgrund der insulinotropen Wirkung von GLP-1 kénnten
diese Effekte auch zum Teil auf die Insulinwirkung auf den Blutdruck und die Herzfrequenz
zuriickgefiihrt werden (Edwards et al. 1998, Ussher und Drucker 2012). Allerdings bestehen
hinsichtlich dieser Effekte sowie deren Wirkmechanismen noch betrachtliche Diskrepanzen

aus Studien in Tiermodellen (Osaka et al. 2005). Auch Humanstudien lieferten
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widerspriichliche Ergebnisse, wobei die Mehrheit der Studien einen antihypertensiven Effekt
von GLP-1 berichtete (Edwards et al. 1998, Bharucha et al. 2008, Ussher und Drucker 2012).
Dies beruht moglicherweise auf einer direkten Stimulation der Freisetzung des atrialen
natriuretischen Peptids (ANP) und/oder des endothelialen Stickstoffmonoxids (NO) (Kim et
al. 2013, Erdogdu et al. 2010).
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Abbildung 4: Ubersicht der bekannten und potentiellen kardiovaskuliren Effekte von
GLP-1. ADH: antidiuretisches Hormon, ANP: atriales natriuretisches Peptid, NO:
Stickstoffmonoxid. Die Fragezeichen weisen auf unklare Effekte bzw.
widerspriichliche Studienergebnisse hin. Der rote Pfeil signalisiert direkte kardiale
GLP-1-Wirkungen. Bildelemente aus (Baggio und Drucker 2007) mit freundlicher
Genehmigung des Verlags Elsevier.

Die Expression des GLP-1-Rezeptors im ventrikuliren Myokard wurde bei Nagetieren und
Menschen nachgewiesen (Bullock et al. 1996, Ban et al. 2008, Wei und Mojsov 1996).
Untersuchungen in adulten Rattenkardiomyozyten haben gezeigt, dass GLP-1 die
intrazellulire cAMP-Konzentration und dadurch die Aktivitit von PKA steigerte (Vila Petroff
et al. 2001). Somit scheint die Aktivierung der cAMP/PKA-Achse ein charakteristisches

Merkmal der Signaltransduktion von GLP-1 zu sein. Bemerkenswerterweise wurde in der
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Studie von Petroff et al. gezeigt, dass diese Aktivierung die Kontraktilitit von
Kardiomyozyten herabsetzte. In isoliert perfundierten Rattenherzen wurde ebenfalls eine
negativ inotrope Wirkung von GLP-1 festgestellt (Zhao et al. 2006). Im Widerspruch zu
diesen Ergebnissen berichteten Ban et al. jedoch, dass GLP-1 die Pumpfunktion isoliert
perfundierter Mauseherzen sogar um 20% erhohte (Ban et al. 2008). Eine iiberzeugende

Erklarung fiir diese Diskrepanzen ist nicht bekannt.

Direkte Wirkung von GLP-1 auf die kardiale Glucoseaufnahme wurde bisher in zwei Studien
untersucht. Beide Studien zeigten, dass GLP-1 die myokardiale Glucoseaufnahme im
dhnlichen Maf3e wie Insulin stimulierte (Zhao et al. 2006, Ban et al. 2008). Obwohl Exendin-4
inzwischen in der Therapie von Typ-2-Diabetes verbreitet eingesetzt wird, gibt es nach
unseren Erkenntnissen noch keine Studien iiber dessen direkte kardiale Wirkungen. Dies
beruht moglicherweise auf der verbreiteten Annahme, dass Exendin-4 identische Wirkungen
wie GLP-1 aufweist. Abbildung 4 fasst die bisher bekannten kardiovaskuldren Effekte von

GLP-1 zusammen.

Wihrend der Wissensstand iiber die Effekte von GLP-1 bzw. dessen Mimetika auf gesunde
Herzen noch denkbar limitiert ist, so wurde deren Nutzen in verschiedenen Modellen von
Herzerkrankungen  wie  Ischdmie-Reperfusion, dilatative = Kardiomyopathie  oder
Myokardinfarkt bereits intensiv untersucht. Die Mehrheit der Studien konnte giinstige Effekte
von GLP-1-basierter Therapie im Sinne von verbesserter Pumpfunktion, reduzierter
InfarktgroBe und Apoptose feststellen (Ravassa et al. 2012). Basierend auf der berichteten
stimulierenden Wirkung von GLP-1 auf die Glucoseaufnahme im gesunden Herzen werden
diese Therapieeffekte oft mit einer Verbesserung des kardialen Glucosestoffwechsels in

Zusammenhang gebracht (Ussher und Drucker 2012, Ravassa et al. 2012).

An dieser Stelle ist es jedoch wichtig zu vermerken, dass bisherige Studien iiber die direkten
kardialen Effekte von GLP-1 unter unphysiologischen Stoffwechselbedingungen durchgefiihrt
wurden, ndmlich mit Glucose als alleinigem Substrat. Zum besseren Verstdndnis dieser
Limitierung werden Grundlagen des myokardialen Stoffwechsels im nachfolgenden Kapitel

ndher besprochen.
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2.3 Grundlage des myokardialen Stoffwechsels

Unter normoxischen Bedingungen stammen etwa 95% des im Herzen produzierten
Adenosintriphosphats (ATP) aus oxidativer Phosphorylierung in den Mitochondrien. Die
restlichen 5% werden in der Glykolyse und im Krebs-Zyklus generiert. Das Herz verwendet
60-70% der gebildeten ATP fiir seine Kontraktionsarbeit und die restlichen 30-40% fiir
verschiedene lonenpumpen, insbesondere die Ca’* - ATPase des sarkoplasmatischen
Retikulums. Etwa 70-90% des kardialen ATP-Bedarfs werden durch Oxidation von
Fettsduren gedeckt. Die Verwertung von Glucose, Lactat, Ketonkdrpern und einigen

Aminoséuren trigt etwa 10-30% zur ATP-Herstellung bei (Opie 2004, Stanley et al. 2005).

Abbildung 5 stellt wesentliche Prozesse des kardialen Substratstoffwechsels mit Fokus auf die

ATP-Herstellung aus Fettsduren und Glucose dar.
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Abbildung 5: Der myokardiale Energiestoffwechsel von Fettsduren und Glucose. ACC:
Acetyl-CoA-Carboxylase, CPT: Carnitin-Palmitoyltransferase, EZR: Extrazellularraum,
FAT: fatty acid translocase, G-6-P: Glucose-6-Phosphat, IMR: Intermembranraum,
MCD: Malonyl-CoA-Decarboxylase, MPC: Mitochondrialer Pyruvat-Carrier, PDH:
Pyruvatdehydrogenase-Komplex, PDK: Pyruvatdehydrogenase-Kinase.
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2.3.1 Fettsiureverwertung

Die Fettsdureverwertung kann in 3 Schritte unterteilt werden: Aufnahme ins Zytosol,
Transport durch die Mitochondrienmembran und B-Oxidation. Die Fettsdureaufnahme ins
Zytoplasma wird durch Transportproteine wie die Fettsduretranslokase (FAT/CD36) und das
Fettsdurebindeprotein (FABP) erleichtert. Im Zytosol erfolgt zunédchst die Veresterung der
Fettsduren zu Acyl-CoA, welches dann entweder in Form von Triglyceriden gespeichert oder
durch das Enzym Carnitin-Palmitoyltransferase 1 (CPT1) auf der &uBleren
Mitochondrienmembran zu Acylcarnitin verestert wird, wobei das Letztere fiir den Transport
von Acyl-CoA durch die innere Mitochondrienmembran  notwendig ist. In der
mitochondrialen Matrix wird Acylcarnitin durch das Enzym Carnitin-Palmitoyltransferase 2
zurlick in Acyl-CoA umgewandelt, welches in die f-Oxidation eintritt und zu Acetyl-CoA,
reduziertem Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NADH/H") und reduziertem Flavin-Adenin-
Dinukleotid (FADH,) abgebaut wird (Loffler et al. 2007, Opie 2004). Die von CPTI1
katalysierte Reaktion stellt den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Fettsdureoxidation
dar. CPT1 wird maligeblich von Malonyl-CoA inhibiert; ein Mechanismus, der in der
Selbstregulation des metabolischen Gleichgewichts eine groe Rolle spielt (Lopaschuk et al.
2010).

Die Rate der kardialen Fettsdureaufnahme wird primédr von der Plasmakonzentration der
freien Fettsduren bestimmt, die je nach Tageszeit zwischen 0,2 — 0,8 mM variieren kann.
Unter besonderen Umstidnden wie Fasten oder Diabetes, kann diese bis zu > 1 mM ansteigen
(Stanley et al. 2005). Zu den im Plasma am meisten vorkommenden Fettsduren gehoren
sowohl bei Menschen als auch bei Nagetieren die Olséure (18:1), die Palmitinséure (16:0) und

die Linolsdure (18:2) (Wisneski et al. 1987, Koves et al. 2008).

2.3.2 Glucoseverwertung

Trotz seines geringeren Beitrags zur ATP-Produktion ist der Glucosestoffwechsel fiir die
Aufrechterhaltung der Herzfunktion essentiell. Die vom Herzen verwertete Glucose wird aus
dem Extrazellularraum aufgenommen oder aus dem intrazelluliren Glycogenspeicher
mobilisiert. Der Glucosetransport ins Zytosol wird durch die Glucosetransporter GLUT1 und
GLUT4 gewihrleistet, wobei GLUT4 die vorherrschende Isoform im adulten Herzen darstellt
(Abel 2004, Stanley et al. 2005).
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Unmittelbar nach der zelluliren Aufnahme wird Glucose zu Glucose-6-Phosphat (G-6-P)
phosphoryliert, welches anschlieend in verschiedene Stoffwechselwege eingeschleust wird.
Die Glykolyse und die nachfolgende Glucoseoxidation bilden den Hauptanteil des
Glucosestoffwechsels. Aus der Glykolyse entstehen Pyruvat, NADH und eine geringere
Menge ATP. Die Phosphofructokinase 1 (PFK1) mit ihren komplexen
Regulationsmechanismen stellt das wichtigste Schliisselenzym der Glykolyse dar. Das
glykolytische ATP wird vermutlich fir die Ca’’-Aufnahme in das sarkoplasmatische
Retikulum und deshalb fiir die diastolische Relaxation des Myokards genutzt (Stanley et al.
2005). Im Zytosol kann Pyruvat zu Lactat reduziert werden. Nach der Aufnahme in die
mitochondriale Matrix durch die mitochondrialen Pyruvat-Transporter (Herzig et al. 2012)
wird Pyruvat entweder zu Acetyl-CoA oxidiert oder zu Oxalacetat oder Malat carboxyliert.
Die Oxidation von Pyruvat, also die Glucoseoxidation, wird durch den Multienzymkomplex
Pyruvatdehydrogenase (PDH) katalysiert. Die Aktivitit dieses Enzyms wird durch die
Produkte der Glucoseoxidation (Acetyl-CoA, NADH) und durch Phosphorylierung an der
Untereinheit E1 des Enzymkomplexes streng reguliert (Opie 2004, Loffler et al. 2007).

2.3.3 Oxidative Phosphorylierung

Acetyl-CoA, das gemeinsame Endprodukt der Glucose- und Fettsdureoxidation, tritt in den
Citratzyklus (Krebs-Zyklus) ein. Der Krebs-Zyklus beinhaltet hintereinander geschaltete
Reaktionen, die Citrat zu Oxalacetat umwandeln, wobei NADH/H', FADH,,
Guanosintriphosphat (GTP) und CO; generiert werden. Die Reduktionsiquivalente NADH/H"
und FADH,, die der Oxidation von Fettsdure und Glucose sowie dem Krebs-Zyklus
entstammen, werden in die mitochondriale Atmungskette eingeschleust. Aufgrund des
unterschiedlichen Redoxpotentials von Sauerstoff und den Reduktionsdquivalenten kommt es
zum Elektronentransport durch die Atmungskette. Die dabei entstehende Energie wird fiir den
Aufbau eines elektrochemischen Protonengradienten iiber die innere Mitochondrienmembran
genutzt. Die Protonen flieBen schlieBlich durch die FoF;-ATPase entlang ihres Gradienten
zuriick in die mitochondriale Matrix, wobei die freigesetzte Energie zur ATP-Synthese aus

ADP und anorganischem Phosphat verwendet wird (Opie 2004, Loffler et al. 2007).
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2.3.4 Alternative Stoffwechselwege von Glucose

Die hohe Bedeutung des kardialen Glucosestoffwechsels fiir die Herzfunktion begriindet sich
nicht nur durch seine Beteiligung an der ATP-Herstellung. In den Mitochondrien kann
Pyruvat, wie bereits erwdhnt, zu Malat oder Oxalacetat carboxyliert werden. Die
Carboxylierung von Pyruvat ist eine wichtige Reaktion der Anaplerose; ein Vorgang, der fiir
die Aufrechterhaltung des Krebs-Zyklus und der Herzfunktion essentiell ist (Russell und
Taegtmeyer 1991, Pound et al. 2009, Des Rosiers et al. 2011). Im Zytosol kann G-6-P in
akzessorische Wege des Glucosestoffwechsels, nimlich den Pentosephosphatweg und den
Hexosaminbiosyntheseweg, geleitet werden. Der Pentosephosphatweg ist ein anabolischer
Prozess, bei dem reduziertes Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH) und
Ribose-5-Phosphat entstehen. NADPH spielt eine Schliisselrolle in der Regulation der Redox-
Homdostase, der Lipidsynthese und der Anaplerose (Ussher et al. 2012, Pound et al. 2009).
Ribose-5-Phosphat wird zur Synthese von Nukleinsduren verwendet. Bei dem
Hexosaminbiosyntheseweg wird Uridin Diphosphat-N-Acetylglucosamin gebildet, das fiir die
posttranslationale O-GlcNAc-Modifizierung einer Vielzahl von Proteinen bendtigt wird

(Ngoh et al. 2010).

2.3.5 Der Randle-Zyklus

Der myokardiale Substratstoffwechsel wird streng reguliert, wobei die reziproke Hemmung
zwischen der Fettsdure- und Glucoseverwertung von zentraler Bedeutung ist. Das Prinzip
einer solchen Interaktion wurde erstmals 1963 von Randle et al. beschrieben und wird deshalb
Randle-Zyklus genannt (Randle 1998). Der Randle-Zyklus spielt eine wichtige Rolle in der
Regulation des metabolischen Gleichgewichts und wurde bisher in verschiedenen Organen
einschlieBlich des Herzens nachgewiesen (Hue und Taegtmeyer 2009). Die Fettsdureoxidation
kann die Glucoseverwertung an mehreren Stellen inhibieren. In den Mitochondrien wird das
Enzym PDH und dadurch die Glucoseoxidation von der bei der Fettsdureoxidation
entstehenden hohen Menge an Acetyl-CoA und NADH inhibiert. Bei Uberschuss an Acetyl-
CoA kann dariiber hinaus Citrat ins Zytosol transportiert werden, wo es zusitzlich die
Glykolyse-Rate durch Hemmung von PFK1 vermindern kann. Umgekehrt kann eine erhdhte

Glucoseverwertung, z.B. unter Insulin-Einfluss, die Fettsdureoxidation inhibieren. Dabei
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scheint die Hemmung von CPT-1 durch Malonyl-CoA ausschlaggebend zu sein (Hue und
Taegtmeyer 2009, Lopaschuk et al. 2010).

Abbildung 6 illustriert die bisher bekannten Mechanismen des Randle-Zyklus

G-6-P
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Acetyl-CoA
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Abbildung 6: Interaktionen zwischen der Fettséure- und Glucoseverwertung — Der Randle-
Zyklus. Rote Linien: Mechanismen der Inhibition der Glucoseverwertung durch die
Fettsdureoxidation. Blaue Linie: Mechanismus der Inhibition der Fettsdureverwertung
durch die Glucoseoxidation. ACC: Acetyl-CoA-Carboxylase, CAT: Carnitin-
Acetyltransferase, CPT: Carnitin-Palmitoyltranferase, CT: Carnitintransferase, G-6-P:
Glucose-6-Phosphat, LDH: Lactatdehydrogenase, MCD: Malonyl-CoA-Decarboxylase,
MPC:  Mitochondrialer =~ Pyruvat-Carrier, =~ PDH:  Pyruvatdehydrogenase, = PFK:
Phosphofructokinase, TCC: Tricarboxylat-Carrier. In Anlehnung an (Lopaschuk et al. 2010)
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3 ZIELE DER ARBEIT

Wihrend eine Vielzahl an Studien iiber die therapeutische Wirkung GLP-1-basierter Therapie
in Herzerkrankungen existiert, ist iiber die direkten Wirkungen von GLP-1 bzw. seinen
Mimetika auf gesunde Herzen wenig bekannt. Angesichts des verbreiteten Einsatzes dieser
Substanzen in der Therapie von Diabetes und moglicherweise zukiinftig auch in Adipositas-
Patienten, wo der kardiale Stoffwechsel und die Herzfunktion intakt sein konnen, ist dieser

Aspekt von besonderer Bedeutung.

Wie bereits geschildert lieferten die wenigen Studien iiber die direkten Wirkungen von GLP-1
auf den kardialen Glucosestoffwechsel und die Herzleistung widerspriichliche Ergebnisse.
Aufgrund der Tatsache, dass Glucose dabei als alleiniges Substrat verwendet wurde, besteht
zusitzliches Bedenken hinsichtlich der Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf In-vivo-
Situationen, wo die kardiale Fettsdureverwertung dominiert und den Glucosestoffwechsel

stark beeinflusst.

Es war das primidre Ziel der vorliegenden Arbeit, die direkten Wirkungen von GLP-1 und
Exendin-4 auf die kardiale Glucoseverwertung und kontraktile Funktion in einem isoliert
arbeitenden Rattenherzmodel zu ermitteln. Im Gegensatz zu bisherigen Studien wurde der
kardiale Fettsdurestoffwechsel beriicksichtigt. Des Weiteren sollten Langzeiteffekte einer
chronischen GLP-1-Behandlung auf die kardiale Glucoseoxidation und Herzleistung in der

Ratte untersucht werden.
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5 DISKUSSION

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie demonstrieren die direkten Wirkungen von GLP-1
und Exendin-4 auf die kardiale Glucoseverwertung und Kontraktilitdt. Wir konnten Evidenz
dafiir liefern, dass diese Wirkungen von Oleat, einer der vom Herzen meist verwendeten

Fettsduren, maBgeblich beeinflusst werden.

Der direkte Effekt von GLP-1 auf die kardiale Glucoseaufnahme wurde bisher nur in zwei
Studien untersucht. Zhao et al. zeigten in isoliert perfundierten Rattenherzen im Langendorff-
Modus, dass GLP-1 die kardiale Glucoseaufnahme im vergleichbaren MaBle wie Insulin
steigerte (Zhao et al. 2006). Die Untersuchung von Ban et al. in Méauseherzen mit der gleichen
Methode ergab einen dhnlichen Befund (Ban et al. 2008). Unter Verwendung von Glucose als
alleinigem Substrat konnten wir diesen Effekt von GLP-1 ebenfalls feststellen (Figure 1A*).
Allerdings fanden wir in Anwesenheit von Oleat in physiologischer Konzentration keine
Verdnderung der kardialen Glucoseaufnahme durch GLP-1 (Figure 1B). Nach unseren
Erkenntnissen untersuchten wir als Erste den Einfluss von GLP-1 auf die Glucoseoxidation in
normalen Herzen. In Analogie zur Glucoseaufnahme fanden wir, dass die Aktivierung der
kardialen Glucoseoxidation durch GLP-1 in Anwesenheit von Oleat aufgehoben wurde
(Figure 2A, 2B). Zum Vergleich ist Insulin in dieser gemischten Substratkonstellation und
unter identischen experimentellen Bedingungen imstande, sowohl die Glucoseaufnahme als
auch die Glucoseoxidation des Rattenherzens auf das 3-Fache zu erhéhen (Abbildungen 7 und
8). Die Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass GLP-1 unter In-vivo-Bedingungen, im
Unterschied zu Insulin, weder die kardiale Glucoseaufnahme noch Glucoseoxidation
stimulieren kann. Dies wiirde die bisherige Annahme widerlegen, dass GLP-1 hinsichtlich der

Modulation der kardialen Glucoseverwertung einen insulindhnlichen Effekt hat.

* Der englische Begriff , Figure“ wird zum Verweis zu den Abbildungen in der beiliegenden Publikation

verwendet.



24

1.2e+6 1,de+6 -
GLP-1
5mM
1,0e+6 ) 12646 -
_ Insulin _
2 1 mU/ml £
£ 80645 £ 10046
g g
2 2
;.g 6,0e+5 g 8,0e+5
N 8
4,0e+5 6,0e+5 -
L
L
2,0e+5 - : T T T ) 4,0e+5 T T T T T |
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Zeit (Minuten) Zeit (Minuten)
5 - 5
*
z z
3 $
£ £
£ £
° °
£ 34 E 3
2 2
] o
£ E
=z s
£ 7] g2 I
3 3
g g
- 2
ER R
o o
0 T 0 T
Basal Insulin Basal GLP-1

Abbildung 7: Direkter Vergleich der Beeinflussung der kardialen Glucoseautnahme
zwischen 1 mU/ml Insulin (A) und 5 nM GLP-1 (B). Substratkonstellation: 5 mM
Glucose, 0,4 mM Oleat. Die oberen Diagramme présentieren Beispiele fiir die
Verinderungen des freigesetzten *H,O aus der aufgenommenen [2-’H]-Glucose.
Daten sind als Mittelwert = Standardfehler dargestellt. n = 12 in A, n = 7 in B.
Statistischer Test: gepaarter t-Test. * : p < 0,001 vs. Basalwerte.

Beziiglich der fiir das Fehlen der Stimulation der Glucoseverwertung durch GLP-1 in
Anwesenheit von Oleat verantwortlichen Mechanismen kann Folgendes vermutet werden. Die
deutlich niedrigeren Basalwerte der Glucoseaufnahme und Glucoseoxidation in den
Perfusionsexperimenten mit beiden Substraten deutet auf eine Hemmung der
Glucoseverwertung durch die Oxidation von Oleat hin (Randle-Zyklus) (Figure 1, 2). Im
Gegensatz zu Insulin scheint GLP-1 nicht in der Lage zu sein, die durch Oleat bedingte

Hemmung der Glucoseverwertung zu iiberwinden.
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Abbildung 8: Direkter Vergleich der Beeinflussung der kardialen Glucoseoxidation
zwischen 1 mU/ml Insulin (A) und 5 nM GLP-1 (B). Substratkonstellation: 5 mM
Glucose, 0,4 mM Oleat. Die oberen Diagramme prisentieren Beispiele fiir die
Veranderungen des freigesetzten '“CO, aus der aufgenommenen [U-'*C]-Glucose.
Daten sind als Mittelwert + Standardfehler dargestellt. n = 7 in A, n = 7 in B.
Statistischer Test: gepaarter t-Test. * : p < 0,001 vs. Basalwerte.

Es wurde gezeigt, dass GLP-1 die kardiale Kontraktilitdt akut zu beeinflussen vermag. Zhao
et al. zeigten eine negativ inotrope Wirkung (Zhao et al. 2006), was mit den Ergebnissen in
adulten Rattenkardiomyozyten iibereinstimmt (Vila Petroff et al. 2001). Im Gegensatz dazu
zeigten Ban et al. in Méuseherzen eine Steigerung der Kontraktilitdt um 20% nach GLP-1-
Stimulation. Wenn Glucose, wie in diesen 3 Studien, als alleiniges Energiesubstrat verwendet
wurde, beobachteten wir eine tendenzielle Erhohung der kontraktilen Funktion durch GLP-1
(Tabelle 1), was mit den Ergebnissen von Ban et al. {ibereinstimmen wiirde. Allerdings
konnten wir demonstrieren, dass GLP-1 sowohl in 0,5 nM als auch in 5 nM unter dem
Einfluss von Oleat die entgegengesetzte Wirkung von sich selbst hervorrief (Tabelle 1).

AuBerdem konnte gezeigt werden, dass die oleat-abhéngige Wirkung von GLP-1 durch den
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GLP-1-Rezeptor vermittelt wird, da dessen Blockade mittels Exendin (9-39) diese Wirkung
vollstindig authob (Figure 4B, Tabelle 2).

Die Beeinflussung der kardialen Kontraktilitit durch Oleat ldsst vermuten, dass die bisherigen
Diskrepanzen hinsichtlich der Beeinflussung der kardialen Kontraktilitdt durch GLP-1 durch
bestimmte Unterschiede in den experimentellen Bedingungen bedingt sein konnten. Wir
schlagen folgendes Model zur Erkldrung der erwdhnten Diskrepanzen vor. GLP-1 konnte
abhingig vom Vorhandensein bestimmter zelluliren Ereignisse die kardiale Kontraktilitit
sowohl stimulieren als auch supprimieren. Diese noch unbekannten zelluldren Ereignisse
konnten durch verschiedene Faktoren ausgelost werden. Moglicherweise lagen solche
Einflussfaktoren unter den in den Studien von Zhao et al. und Petroff et al. herrschenden
Bedingungen vor, so dass GLP-1 die kontraktile Funktion verminderte. Dahingegen waren
diese in den Untersuchungen von Ban et al. und in unseren Perfusionsexperimenten mit
Glucose als alleinigem Substrat vermutlich nicht vorhanden, so dass GLP-1 die Kontraktilitét
stimulierte. Aufgrund der Senkung der kontraktilen Funktion durch GLP-1 in Anwesenheit
von Oleat kdnnte angenommen werden, dass die Verstoffwechselung von Oleat die fiir den
negativ inotropen Effekt von GLP-1 notwendigen zelluldren Ereignisse hervorrief.
Hinsichtlich der Signaltransduktion des negativ inotropen Effekts von GLP-1 schlugen Petroff
et al. die Aktivierung von PKA vor. Wir konnten allerdings zeigen, dass PKA in den oleat-
abhéngigen negativ inotropen Effekt von GLP-1 nicht involviert ist (Figure 4D, Tabelle 2).
Zusammenfassend lassen unsere Ergebnisse auf ein Erkldrungsmodel schlieBen, das bisherige
Ergebnisse hinsichtlich der Beeinflussung der Herzfunktion durch GLP-1 vereinigen konnte.

Siehe auch Abbildung 9 fiir eine schematische Darstellung dieses Konzepts.
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Abbildung 9: Hypothetisches Modell zur Erklarung der uneinheitlich berichteten Modulation der
kardialen Kontraktilitit durch GLP-1. GLP-1 kann die Kontraktilitdt steigern oder senken in
Abhingigkeit von dem intrazelluldren Ereignis B. In Abwesenheit von B steigert GLP-1 die
Kontraktilitdt wie in der Studie von Ban et al. und in unseren Perfusionsexperimenten mit
Glucose als alleinigem Substrat. B kann durch unbekannte Einflussfaktoren ausgelost werden, so
dass GLP-1 die Kontraktilitit durch Aktivierung von PKA senkt wie in den Studien von Petroff et
al. und Zhao et al. B kann ebenfalls durch die kardiale Verwertung von Fettsduren unabhingig
von PKA ausgeldst werden.

Die Pumpleistung des Herzens steht mit dem myokardialen Stoffwechsel im engen
Zusammenhang (Taegtmeyer 2004). Die Integration der Verdnderungen der myokardialen
Glucoseverwertung mit denen der Herzleistung ldsst eine weitere Interpretationsmdglichkeit
hinsichtlich des Mechanismus der negativ inotropen Wirkung von GLP-1 in Betracht
kommen. Wenn Glucose als alleiniges Substrat verwendet wurde, stimulierte GLP-1 die
kardiale Glucoseverwertung, was mit einer tendenziellen Steigerung der Kontraktilitdt
einherging (Figure 1A, 2A, Tabelle 1). Unter dem Einfluss von Oleat konnte GLP-1 die
Glucoseverwertung nicht erhdhen, was mit einer Senkung der Herzleistung assoziierte (Figure
1B, 2B, Tabelle 1). Diese Betrachtungsweise ldsst vermuten, dass GLP-1 die Abhéingigkeit
der kontraktilen Funktion von der Glucoseverwertung férderte und dass eine Steigerung der

Glucoseverwertung fiir die Erhaltung der Herzleistung notwendig war. In Anwesenheit von
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Oleat wurde die Glucoseverwertung jedoch iiber den Randle-Zyklus gehemmt. Aufgrund des

dadurch ausgebliebenen Anstiegs der Glucoseverwertung verminderte sich die Herzleistung.

Die vorliegende Arbeit untersuchte auch zum ersten Mal die Effekte einer chronischen GLP-
1-Behandlung auf die Glucoseoxidation und Pumpleistung gesunder Herzen. Obwohl keine
Verdnderung der Herzfunktion mittels Echokardiographie festzustellen war (Tabelle 4),
fanden wir eine signifikante Verminderung der Glucoseoxidation und der Herzleistung in
isoliert arbeitenden Herzen (Figure 5). Aus der Tabelle 3 geht hervor, dass die erniedrigte
Gesamt-Herzleistung (Figure 5B) sich durch die verminderte kardiale Kontraktilitit (dp/dt
max) und den daraus folgenden geringeren Aortenfluss erkldren ldsst. Die Diskrepanz
zwischen den Echokardiographie- und Herzperfusions-Ergebnissen konnte moglicherweise
auf neurohumorale kompensatorische Mechanismen in vivo zurilickgefiihrt werden. Diese
Annahme wird von der Beobachtung unterstiitzt, dass echokardiographische Veridnderungen
iblicherweise erst in fortgeschrittenen Stadien von Herzerkrankungen sichtbar sind (Franken
et al. 1997, Doenst et al. 2010). AuBBerdem konnen Einfliisse der fiir die Echokardiographie-
Untersuchung notwendigen Narkose nicht ausgeschlossen werden (Stein et al. 2007). Unsere
mit GLP-1 behandelten Ratten zeigten ebenfalls keine Unterschiede hinsichtlich der
Gewichtszunahme und des Serum-Insulinspiegels. Die unverdnderte Gewichtszunahme
konnte mit dem relativ jungen Alter der Ratten zusammenhédngen. Auflerdem ist es unklar, ob
GLP-1 auch eine Gewichtsreduktion in gesunden Objekten induziert. SchlieBlich liegt bisher
nur Evidenz fiir eine gewichtssenkende Wirkung von GLP-1 in Adipositas-Objekten vor. Der
unverdnderte Insulinspiegel begriindet sich vermutlich dadurch, dass GLP-1 zwar die
intrazelluldre Insulinsynthese steigert aber nicht zur forcierten Insulinfreisetzung fiihrt
(Drucker et al. 1987). Dieses Ergebnis stimmt mit den Studien iiberein, in denen der
Insulinspiegel nach chronischen Behandlungen mit dem GLP-1-Analogon Liraglutid

unverindert (Raun et al. 2007) oder sogar erniedrigt (Cummings et al. 2010) war.

Mehrere Mechanismen konnten den beobachteten Behandlungseffekten zugrunde liegen.
Aufgrund des breiten Wirkungsspektrums von GLP-1 kommen bei einer systemischen
Behandlung sowohl systemische als auch direkte kardiale Wirkungen in Betracht. Angesichts
der festgestellten Beeinflussung der kardialen GLP-1-Effekte durch Oleat kann vermutet
werden, das der kardiale Stoffwechsel von Fettsduren in vivo eine Rolle spielen kdnnte. So ist
es moglich, dass GLP-1 unter dem Einfluss des Fettsdurestoffwechsels eine vermehrte
Einschleusung von Glucose in andere Stoffwechselwege des Glucosestoffwechsels bewirkt,

was schlieBlich zur Reduktion der Glucoseoxidation fiihren konnte. Zumindest in der Leber



29

und der Niere konnte bereits eine Aktivierung des Pentosephosphatwegs durch GLP-1
beobachtet werden (Gu et al. 2011).

Auf den ersten Blick scheint die festgestellte Reduktion der kardialen Glucoseoxidation und
Kontraktilitdit mehreren Studien zu widersprechen, in denen GLP-1-basierte Therapien die
Pumpleistung erkrankter Herzen verbesserten (Ravassa et al. 2012). Wir konnten selbst in
einem Rattenmodel der Herzinsuffizienz feststellen, dass die identische Behandlungsform
(vierwochige GLP-1-Infusion) zu einer signifikanten Verbesserung der Herzfunktion und der
Uberlebensrate fiihrte (Nguyen et al. 2011). Es ist deshalb an dieser Stelle wichtig zu
unterstreichen, dass die Ergebnisse dieser Studie nicht mit denen aus therapeutischen Studien
vergleichbar sind, wo der Stoffwechsel erkrankter Herzen meist gravierend verdndert ist

(Doenst et al. 2013).

Wihrend das therapeutische Potenzial von GLP-1 oder Exendin-4 in verschiedenen
Herzerkrankungen intensiv untersucht wurde, wird iiber deren Effekte auf normale Herzen
wenig verstanden, obwohl dieser Aspekt von groer Bedeutung ist. GLP-1-basierte Therapien
werden verbreitet in der Behandlung von Diabetes mellitus Typ 2 eingesetzt. Aufgrund der
gewichtsreduzierenden Wirkung von GLP-1-Agonisten werden diese neuerdings auch als
zukiinftige Antiadiposita diskutiert (Torekov et al. 2011). Da der kardiale Stoffwechsel in
solchen Situationen weitgehend intakt sein kann, konnten unsere Ergebnisse von klinischer
Bedeutung sein. So konnte eine Dauerbehandlung mit GLP-1 in Patienten mit Priddiabetes
oder Adipositas wider Erwarten zur Reduktion der kardialen Glucoseoxidation und
Kontraktilitdt fiihren. Andererseits ist es wichtig zu erwihnen, dass eine Verminderung der
kardialen Glukoseoxidation und Kontraktilitidt nicht zwangsldufig als schadlich interpretiert
werden sollte. Weitere Untersuchungen sind deshalb nétig zur Kldrung der Dignitét dieser

Veridnderungen.

Unsere Studie untersuchte zum ersten Mal die direkten Wirkungen von Exendin-4 auf die
kardiale Glucoseverwertung und Kontraktilitdt. Wir konnten zeigen, dass Exendin-4 sowohl
dhnliche als auch unterschiedliche kardiale Effekte im Vergleich zu GLP-1 aufweist. Dariiber
hinaus lassen unsere Ergebnisse vermuten, dass die kardialen Wirkungen von Exendin-4
ebenfalls durch den kardialen Fettsdurestoffwechsel moduliert werden konnen. Figure 2
macht deutlich, dass die Verdanderungen der kardialen Glucoseoxidation durch Exendin-4 mit
denen durch GLP-1 vergleichbar sind. Allerdings verdnderte Exendin-4 beispielsweise die

kardiale Glucoseaufnahme in den Perfusionsexperimenten mit Glucose als alleinigem
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Substrat nicht, wiahrend GLP-1 diese steigerte (Figure 1A, 1C). Aullerdem zeigte Exendin-4
keinen Einfluss auf die kardiale Pumpfunktion in Anwesenheit von Oleat, wihrend GLP-1
diese reduzierte (Figure 3B, 3D). Obwohl diese Diskrepanzen auf eine geringere Potenz von
Exendin-4 im Vergleich zu GLP-1 zuriickgefiihrt werden konnten, liegen weitere Hinweise
auf fiir Exendin-4 spezifische kardiale Wirkungen vor. So senkte Exendin-4 in Anwesenheit
von Oleat sowohl in 0,5 nM als auch in 5 nM die kardiale Glucoseaufnahme signifikant
(Figure 1D). Im Gegensatz dazu blieb diese unter den gleichen Bedingungen unveridndert
nach GLP-1-Stimulation (Figure 1B). Letztlich konnten wir demonstrieren, dass der senkende
Effekt von Exendin-4 auf die kardiale Glucoseaufnahme vom kardialen GLP-1-Rezeptor
unabhéngig ist. Die Blockade des Rezeptors durch Exendin (9-39) konnte ndmlich den
genannten Effekt nicht hemmen (Figure 4A), wihrend sie in der Lage war, die negativ
inotrope Wirkung von GLP-1 vollstindig aufzuheben (Figure 4B). Der Mechanismus, wie
Exendin-4 in Anwesenheit von Oleat die kardiale Glucoseaufnahme senkte, ist unklar und

bedarf weiterfiihrender Untersuchungen.

Obwohl Exendin-4 im Allgemeinen als ein potenter GLP-1-Rezeptoragonist akzeptiert wird,
ist beziiglich seiner Spezifitdt noch wenig bekannt. Es bestehen in der Literatur jedoch einige
wenige Hinweise auf unspezifische Wirkungen von Exendin-4. Ban et al. konnte
beispielsweise kardioprotektive Effekte von Exendin-4 in GLP-1-Rezeptor-defizienten
Maiusen nachweisen (Ban et al. 2008). AuBerdem wurde gezeigt, dass Exendin-4, im
Gegensatz zu GLP-1, die Insulinsensitivitit in Adipozyten erhéhen kann (Idris et al. 2002).
Zusammen mit diesen Beobachtungen unterstiitzen unsere Ergebnisse die neuartige Annahme,
dass Exendin-4 unterschiedliche Wirkungen als GLP-1 aufweisen kann. Demzufolge sollte
die hdufige Zuschreibung der Effekte von Exendin-4 zu denen von GLP-1 mit Vorsicht

betrachtet werden.

In unserer Studie konnten deutliche Verdanderungen der kardialen Effekte von GLP-1 und
Exendin-4 durch die Zugabe von Oleat ins Perfusionsmedium nachgewiesen werden. Unsere
Ergebnisse unterstreichen somit die Bedeutung von Substratbedingungen fiir die
Untersuchung der Wirkungen beider Peptide. Studien iiber die Effekte von GLP-1 oder
Exendin-4 in vitro und in vivo weisen héufig Diskrepanzen auf (Holst 2007). So konnte
beispielsweise eine Stimulation der Glucoseaufnahme durch GLP-1 in Myozyten (Yang et al.
1998, Gonzalez et al. 2005) aber nicht in Muskelgewebe (Furnsinn et al. 1995) beobachtet

werden. Obwohl die Ursachen dieser Diskrepanzen ungeklirt bleiben, unterstiitzen unsere
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Ergebnisse die Vermutung, dass die Verwendung von Glucose als alleinigem Substrat in

Zellkultur-Modellen eine Rolle spielen konnte.

Die vorliegende Arbeit weist einige Limitierungen auf, die bei der Interpretation der
Ergebnisse beriicksichtigt werden sollten. Als Erstes sei genannt, dass nur Oleat zur
Untersuchung des Einflusses von Fettsduren verwendet wurde. Obwohl Oleat den groften
Anteil der bei Menschen und Sdugetieren vorkommenden Fettsduren darstellt, besteht
weiterhin die Moglichkeit, dass andere Fettsduren die Wirkungen von GLP-1 oder Exendin-4
auf andere Weise beeinflussen kénnen. Demnach ist eine Ubertragung unserer Ergebnisse auf
In-vivo-Situationen, wo viel komplexere Bedingungen herrschen, nur bedingt moglich. Eine
weitere Einschrankung der Studie ist die Verwendung gesunder Ratten zur Untersuchung der
chronischen GLP-1-Effekte. Angesichts des Einsatzes GLP-1-basierter Therapie im
diabetischen Formenkreis konnte eine Validierung der Ergebnisse in Adipositas- bzw.

Priadiabetes-Modellen hilfreich sein.
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6 SCHLUSSFOLGERUNGEN

In Anwesenheit von Oleat in physiologischer Konzentration ist GLP-1 nicht in der Lage, die
Glucoseverwertung im normalen Herzen zu stimulieren. Dies stellt die bisherige Annahme
einer insulindhnlichen Wirkung von GLP-1 hinsichtlich der Regulation des kardialen
Glucosestoffwechsels in Frage. Wihrenddessen kann GLP-1 in Abhédngigkeit von Oleat die
Herzleistung ex vivo senken. Diese negativ inotrope Wirkung von GLP-1 ist abhingig vom
kardialen GLP-1-Rezeptor, wihrend PKA in diese Wirkung nicht involviert ist. Auflerdem
kann eine Dauerbehandlung mit GLP-1 zur Verminderung der kardialen Glucoseoxidation

und Kontraktilitdt fiihren.

Im Vergleich zu GLP-1 kann der GLP-1-Rezeptor-Agonist Exendin-4 unterschiedliche
Wirkungen auf die kardiale Glucoseaufnahme und Kontraktilitidt aufweisen. Exendin-4 kann
die kardiale Glucoseaufnahme senken. Dieser Effekt ist abhédngig von Oleat und wird
unabhingig vom GLP-1-Rezeptor vermittelt. Im Gegensatz zu GLP-1 scheint Exendin-4 die

Herzleistung nicht akut beeinflussen zu kdnnen.

Die Ergebnisse verdeutlichen die Rolle des Fettsdurestoffwechsels in der Modulation der
kardialen Wirkungen von GLP-1 oder Exendin-4. Angesichts des verbreiteten Einsatzes GLP-
1-basierter Therapien unterstreichen die liberraschenden kardialen Effekte von GLP-1 und
Exendin-4 die Notwendigkeit weiterfiihrender Untersuchungen iiber kardiovaskulire

Wirkungen dieser Peptide.
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