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Zusammenfassung

Typ 2 Diabetes Mellitus (T2DM) kann unabhidngig von anderen Risikofaktoren zu einer
Herzinsuffizienz fiithren. Jiingere Studien geben Hinweise darauf, dass bei Menschen mit
koronarer Herzkrankheit bei Vorliegen eines T2DM eine reduzierte myokardiale mitochondriale
Funktion vorliegt. Es bleibt jedoch unklar, welchen Einfluss T2DM auf Mitochondrien im
humanen Myokard unabhéngig von vaskuldren Erkrankungen hat.

Es wurden die Hypothesen iiberpriift, dass (1) die myokardiale Mitochondrienfunktion des linken
Ventrikels von jener in den Vorhofen abweicht, (2) eine fortgeschrittene Herzinsuffizienz mit
einer eingeschrinkten mitochondrialen oxidativen Kapazitit im humanen Ventrikelmyokard
assoziiert ist und (3) T2DM zu metabolischen Verdnderungen des ventrikuldren Myokards fiihrt.
Konkret wurde postuliert, dass (i) T2DM, Hyperglykdmie und Insulinresistenz eine reduzierte
ventrikuldire myokardiale oxidative Kapazitit induzieren, (ii) zugleich eine subklinische
Einschriankung kardialer Funktion in vivo besteht und (iii) die T2DM-induzierten Verdnderungen
mit erh6htem systemischen oxidativen Stress und myokardialer Inflammation assoziiert sind.

Hierzu wurde in myokardialen Gewebeproben verschiedener Kohorten die mitochondriale
oxidative Kapazitdt mittels hochauflosender Respirometrie untersucht. Bei 11 Probanden wurden
Mitochondrienfunktion und Citrat-Synthase-Aktivitdt von Myokard aus rechtem und linkem
Atrium, rechtem Ventrikel und interventrikulirem Septum mit linksventrikulirem Myokard
verglichen. Weiterhin wurde ventrikuldres Myokard von 85 herzinsuffizienten Probanden mit
jenem von 60 kardial asymptomatischen Herztransplantierten verglichen. SchlieBlich wurde der
Einfluss des T2DM entsprechend Hypothesen 1 und 2 an ventrikulirem nicht-insuffizienten
Myokard untersucht. Hierzu wurden 17 Herztransplantierte mit T2DM und 32 Herztransplantierte
ohne Diabetes (Non-DM) verglichen. Alle Probanden beider Gruppen hatten Herzen von
Spendern ohne Diabetes erhalten, welches in der Folge dem Empfianger-Stoffwechsel ausgesetzt
war. Es wurden Mitochondrienfunktion, Glukosetoleranz und Insulinresistenz (iiber orale
Glukosetoleranztests), ventrikulire Pumpfunktion, T2-Relaxationszeiten, die myokardiale
Expression von nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells Subunit 1 (Nf-
kB1) als zelluldrer Stress-Marker und zirkulierender oxidativer Stress erfasst.

Die myokardiale mitochondriale oxidative Kapazitdt, Kopplungseffizienz und Citrat-Synthase-
Aktivitdt waren in linken und rechtem Atrium niedriger als im linken Ventrikel. Innerhalb des
ventrikuliren Myokards bestand hinsichtlich dieser Parameter kein Unterschied. Bei
Herzinsuffizienten war die ventrikulire myokardiale oxidative Kapazitit niedriger als in
Menschen nach Transplantation. Zudem korrelierte die myokardiale mitochondriale oxidative
Kapazitit mit dem Herzindex als Parameter der kardialen Funktion. Bei Herztransplantierten mit
T2DM war die mitochondriale oxidative Kapazitit des ventrikuldren Myokards gegeniiber Non-
DM fiir alle Substrate reduziert. T2DM wies zudem eine eingeschrénkte diastolische Funktion
(Strainrate) bei erhaltener systolischer Funktion und eine héhere myokardiale T2-Relaxationszeit
als Hinweis myokardialer Inflammation auf. Die myokardiale Nf-kB1-Expression und der
systemische oxidative Stress waren in T2DM ebenfalls hoher. Uber beide Gruppen korrelierte
nilichtern-Plasmaglukose invers mit der mitochondrialen Respiration (R?>=0.12; p<0,05) und der
diastolischen Funktion (R?=0.33; p<0.001), jedoch positiv mit der Expression von Nf-kBl
(R?=0.09; p<0,05). Die Orale Glukose-Insulinsensitivitét korrelierte positiv mit der myokardialen
oxidativen Kapazitit (R>=0.24; p<0,05), jedoch invers mit myokardialen T2-Relaxationszeiten
(R?=0.25; p<0,05).

Dies zeigt, dass T2DM die respiratorische Funktion des humanen Ventrikelmyokards unabhingig
von strukturellen oder vaskuldren Erkrankungen beeintrachtigt. Diese Verdnderungen werden von
myokardialem Stress und Inflammation begleitet und sind mit Hyperglykdmie und
Insulinresistenz assoziiert. Somit kdnnte der myokardiale Energiestoffwechsel zukiinftig einen
diagnostischen und therapeutischen Ansatzpunkt bei diabetes-assoziierter Herzinsuffizienz
darstellen.



Abstract

Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) can lead to heart failure independent of other risk factors.
Recent studies suggest that in humans with coronary artery disease, myocardial mitochondrial
function is reduced in presence of T2DM. However, the direct impact of T2DM on mitochondria
in the human myocardium independent of vascular disease remains unclear.

It was hypothesized that (1) human left ventricular and atrial myocardium differ in mitochondrial
function, (2) advanced heart failure is associated with an impairment of ventricular myocardial
oxidative capacity, and (3) T2DM directly induces specific metabolic alterations in the ventricular
myocardium. Concretely, it was postulated that (i) T2DM, hyperglycemia and insulin resistance
lead to a reduction of ventricular myocardial oxidative capacity, (ii) concurrently, there is a
subclinical cardiac functional impairment in vivo, and (iii) these T2DM-related alterations are
accompanied by increased systemic oxidative stress and myocardial inflammation.

For this purpose, myocardial mitochondrial oxidative capacity was assessed in myocardial tissue
specimens of participants from different cohorts using high-resolution respirometry. In 11 of these
patients, myocardium was examined for regional differences. Mitochondrial function and citrate
synthase activity in the right atrium, left atrium, right ventricle, and interventricular septum was
compared to the respective values in the left ventricular free wall. Furthermore, ventricular
myocardium from 85 patients undergoing cardiac surgery was compared to ventricular
myocardium from 60 heart transplant recipients without apparent heart failure which was
collected percutaneously. Finally, in accordance with hypotheses 1 and 2, the impact of T2DM on
human ventricular myocardium was then scrutinized in apparently non-failing ventricular
myocardium. We compared 32 heart transplant recipients without diabetes (Non-DM group) with
17 heart transplant recipients with T2DM (T2DM group). All participants in both groups had
received hearts of donors without diabetes, which were exposed to the recipient’s metabolism
after transplantation. Beyond mitochondrial function, we assessed glucose tolerance and insulin
resistance using oral glucose tolerance tests (OGTT), ventricular function and T2 relaxation times
using cardiac magnetic resonance imaging (cMRI), myocardial expression of nuclear factor
'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells Subunit 1 (Nf-kB1) as a stress marker, as well as
circulating markers of oxidative stress.

Myocardial mitochondrial oxidative capacity, coupling efficiency and citrate synthase activity
were lower in the left and right atrium compared to the left ventricle. Within ventricular
myocardium, there were no differences regarding these parameters. Heart failure patients
exhibited lower myocardial oxidative capacity, albeit similar mitochondrial coupling efficiency,
compared to patients after heart transplantation. Across both groups, cardiac index as a marker of
cardiac function related positively to myocardial oxidative capacity. The T2DM group exhibited
lower ventricular myocardial mitochondrial oxidative capacity and higher proton leak for all
substrates used compared to Non-DM. Moreover, cMRI revealed preserved systolic but impaired
diastolic function (diastolic strain rate) in T2DM, accompanied by increased T2 relaxation times,
indicating myocardial inflammation. Myocardial expression of Nf-kB1 and systemic oxidative
stress were higher in T2DM. Across both groups, fasting plasma glucose correlated inversely with
mitochondrial oxidative capacity (R?=0.12; p<0,05) and diastolic function (R?=0.33; p<0.001), but
positively with Nf-kB1 expression (R?=0.09; p<0,05). Oral glucose insulin sensitivity related to
myocardial mitochondrial oxidative capacity (R?>= 0.24; p<0,05), but inversely to myocardial T2
relaxation times (R?=0.25; p<0,05).

The reported data reveal that T2DM impairs mitochondrial respiratory function in human
ventricular myocardium independent of structural or vascular disease. These alterations are
accompanied by myocardial stress and inflammation and are related to both, hyperglycemia, and
insulin resistance. These findings point towards myocardial energy metabolism as a promising
diagnostic and therapeutic target in diabetes-related heart failure.
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1 Einleitung

1.1 Die Herzinsuffizienz

1.1.1 Klassifikation

Die Herzinsuffizienz wird von der European Society of Cardiology in der Leitlinie von 2016 als
ein aufgrund einer strukturellen oder funktionellen kardialen Ursache in Ruhe oder bei Belastung
bestehendes klinisches Syndrom mit typischen Symptomen (z. B. Dyspnoe, Orthopnoe,
paroxysmale nichtliche Dyspnoe, Unterschenkelédeme, Leistungsminderung und Fatigue)
definiert, im Rahmen dessen es zu reduziertem Herzzeitvolumen oder erhOhten intrakardialen
Driicken kommt [1]. Die Herzinsuffizienz bildet das finale Stadium zahlreicher kardialer

Erkrankungen (siehe 1.1.3) [2].

Es existieren verschiedene Klassifikationen der Herzinsuffizienz, besonders gebrdauchlich sind die
Einteilung nach linksventrikuldrer Ejektionsfraktion (siehe Tabelle 1) und die Stadieneinteilung
nach Schwere der Dyspnoe-Symptomatik nach der New York Heart Association (siehe Tabelle 2)
[1, 3]. Zudem kann zwischen akuter und chronischer Herzinsuffizienz unterschieden werden,
wobei die akute Herzinsuffizienz typischerweise als Dekompensation einer chronischen

Herzinsuffizienz auftritt [1, 4].

Typ der Herzinsuffizienz Kriterien

Herzinsuffizienz mit —  Symptome + klinische Zeichen

erhaltener Ejektionsfraktion — LVEF>50%

(HFpEF) —  Erho6hung natriuretischer Peptide
— Ein weiteres Kriterium: Strukturelle Herzerkrankung
oder diastolische Dysfunktion
Herzinsuffizienz mit —  Symptome + klinische Zeichen

mittelgradig eingeschrinkter

Ejektionsfraktion (HFmrEF)

— LVEF 40-49%
—  Erhohung natriuretischer Peptide

— Ein weiteres Kriterium: Strukturelle Herzerkrankung
oder diastolische Dysfunktion

Herzinsuffizienz mit —  Symptome + klinische Zeichen
reduzierter Ejektionsfraktion —  LVEF<40%
(HFrEF)

Tabelle 1: Einteilung der Herzinsuffizienz nach linksventrikuldrer Ejektionsfraktion (LVEF) nach European
Society of Cardiology [1]. Die Strukturelle Herzerkrankung wird als linksventrikulére



Hypertrophie oder Vergroflerung des rechten Vorhofs definiert. HFmrEF: heart failure with mid-
range ejection fraction; HFpEF: heart failure with preserved ejection fraction; HFTEF: heart failure
with reduced ejection fraction.

Stadium der Kriterien

Herzinsuffizienz

I Kardiale Erkrankung ohne Einschrédnkung physischer Aktivitit und ohne
durch alltdgliche physische Aktivitit ausgeldste unverhéltnisméBige
Fatigue, Palpitationen, Dyspnoe oder Angina Pectoris.

11 Kardiale Erkrankung, die zu leichter Einschrinkung der physischen
Aktivitdt fihrt. Die alltdgliche physische Aktivitat 10st
unverhiltnisméiBige Fatigue, Palpitationen, Dyspnoe oder Angina Pectoris
aus. Es bestehen keine Symptome in Ruhe.

I Kardiale Erkrankung, die zu ausgeprégter Einschrinkung der physischen
Aktivitdt fiihrt. Schon weniger als die alltdgliche physische Aktivitit 16st
unverhéltnisméBige Fatigue, Palpitationen, Dyspnoe oder Angina Pectoris
aus. Es bestehen keine Symptome in Ruhe.

v Kardiale Erkrankung, die bei jeder etwaigen physischen Aktivitdt oder
auch in Ruhe in einschrinkenden Beschwerden resultiert.

Tabelle 2: Einteilung der Herzinsuffizienz nach Schweregrad der Dyspnoe (Atemnot) nach New York Heart
Association (NYHA) [3, 5].

Uber die Symptome hinausgehende klinische Zeichen konnen fakultativ in jedem Stadium der

Herzinsuffizienz auftreten, die zur Diagnose erhoben werden sollten. Spezifisch sind hier

insbesondere die Jugularvenenstauung und ein positiver hepatojuguldrer Reflux, ein dritter

Herzton und ein nach lateral verlagerter HerzspitzenstoB3 [1].

1.1.2 Epidemiologie

Die Herzinsuffizienz ist eine hdufige Erkrankung, die insbesondere im hoheren Alter und
entsprechend in entwickelten Staaten mit hoher Lebenserwartung gehduft auftritt [1, 6, 7]. Im
Rahmen des demografischen Wandels wird global eine Zunahme der Krankheitslast durch
Herzinsuffizienz erwartet, wenngleich die alters-adjustierte Inzidenz der Herzinsuffizienz zu
stagnieren scheint [6, 8]. Das Risiko, im Lauf des Lebens eine Herzinsuffizienz zu entwickeln,
liegt bei Menschen tiber 40 Jahren bei schatzungsweise 20-30% [9-11]. Insgesamt leben global
nach Schétzungen zwischen 23 und 64 Millionen Menschen mit einer Herzinsuffizienz [4, 8, 12].

In Deutschland liegt die Prévalenz in der Allgemeinbevdlkerung etwa bei 2-4% [7, 13] und



deutschlandweit werden jahrlich schitzungsweise iiber 500.000 Fille einer Herzinsuffizienz
diagnostiziert [7]. Hierbei machen HFpEF und HFrEF jeweils etwa die Hélfte der Patienten aus,

wobei dieses Verhiltnis je nach Studie, Definition und Erhebungszeitraum stark variiert [1, 6, 14].

Die Risiko fiir Mortalitit ist bei Patienten mit Herzinsuffizienz drastisch erhoht mit einer 5-
Jahres-Uberlebensrate von etwa 50% und einer 10-Jahres-Uberlebensrate von etwa 10% [4]. In
den USA hat jeder Achte bis Neunte zum Zeitpunkt des Todes die Diagnose -einer
Herzinsuffizienz und bei 20% dieser Menschen ist es die Haupt-Todesursache [1, 8, 15]. Die
Herzinsuffizienz verschlechtert dariiber hinaus signifikant die Lebensqualitit betroffener
Patienten [6] und weist eine 2-Jahres-Hospitalisierungsrate von tiber 50% auf [7], womit sie 2017
die vierthdufigste Ursache fiir eine Hospitalisation in den USA darstellte [16]. Entsprechend ist
die Erkrankung auch von erheblicher soziookonomischer Relevanz [2]. Die gesamten durch

Herzinsuffizienz entstehenden Kosten betragen in den USA 39 Billionen US-Dollar pro Jahr [8].

1.1.3 Atiopathogenese

Die wichtigsten Risikofaktoren fiir die Entstehung einer Herzinsuffizienz sind arterielle
Hypertonie, Diabetes Mellitus, das metabolische Syndrom und Atherosklerose, inklusive
koronarer Herzerkrankung [6]. Zusitzlich sind genetische Erkrankungen (z. B. bei der dilatativen
Kardiomyopathie), sowie modifizierbare Lifestyle-Faktoren wie Nikotin-, Drogen- und

Alkoholabusus, Erndhrung und Bewegungsarmut als potenzielle Risikofaktoren zu nennen [1].

Die Ursachen fiir die Entstehung einer Herzinsuffizienz sind jedoch vielfiltig. Die European
Society of Cardiology teilt sie in drei Ubergruppen ein: Erkrankungen des Myokards (ischimische
Kardiomyopathie, toxische Myokardschidigung, immunologisch vermittelte Erkrankungen,
Infiltrationen oder Einlagerungen im Myokard, sowie metabolische und genetische Anomalien),
verdnderte Fiillungsbedingungen (z.B. durch arterielle und pulmonale Hypertonie, valvuldre
Erkrankungen, mechanische Belastung des Herzens und Volumeniiberschuss) und Arrhythmien
(atriale oder ventrikuldre Brady- oder Tachykardie) [1]. Eine gemeinsame Folge vieler der
genannten Ursachen ist ein pathologisches myokardiales Remodeling als
Kompensationsmechanismus, der in eine ventrikuldiren Hypertrophie mit diastolischer
Dysfunktion und im Verlauf in eine ventrikuldren Dilatation mit kombinierter systolischer und

diastolischer Insuffizienz miindet [2].

Auf molekularer Ebene ist die Herzinsuffizienz durch ein komplexes Zusammenspiel
verschiedener pathologischer Verdnderungen gekennzeichnet, die sich je nach Ursache und Typ
der Herzinsuffizienz unterscheiden konnen [2]. Beispielsweise wird die kardiale Hypertrophie
mafgeblich durch eine Aktivierung des Signalwegs des Insulin-like Growth Factor (IGF) iiber
Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase alpha (PI3Ka) und Proteinkinase B (AKT) begiinstigt [17]. Zudem



bewirkt ein Zusammenspiel verschiedener G-Protein-gekoppelter Rezeptoren (GPCR), zum
Beispiel fiir Katecholamine oder Zytokine die Aktivierung anderer Kinase-Kaskaden, welche
schlieBlich zur Aktivierung von Remodeling-induzierenden Transkriptionsfaktoren wie
beispielsweise nuclear factor of activated T cells (NFAT) oder myocyte enhancer factor 2 (MEF2)
fithren [17].

Zudem konnte eine zentrale Rolle des nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells (NF-xkB) im kardialen Remodeling nachgewiesen werden [18, 19]. NF-xB ist die
Bezeichnung fiir eine Familie von Protein-Komplexen, die durch verschiedene, intrazelluldre
Signalkaskaden aktiviert werden und als Transkriptionsfaktor, sowie als Regulator fiir Apoptose
und Zytokine wirken [18]. Bisher sind fiinf humane fiir NF-kB kodierende Gene bekannt (NFKBI,
NFKB2, RELA, c-REL und RELB). Diese ermdglichen die Erstellung von insgesamt 7 Proteinen
(p105, p100, p50, p52, RELA, ¢c-REL und RELB) [20]. Ansidtze zur therapeutischen Regulation
von NF-kB bei Herzinsuffizienz durch spezifische Inhibitoren existieren [21] — dass NF-«B im
Myokard jedoch sowohl eine Rolle bei kardialem hypertrophen Remodeling spielt, als auch
komplexe zytoprotektive, wie auch zytotoxische und pro-apoptotische Effekte hat, verkompliziert
diese therapeutische Strategie [18]. Zahlreiche Stimuli fithren zur vermehrten oder verminderten
Expression von NF-kB. Die Aktivierungsmechanismen werden in kanonische und nicht-
kanonische unterschieden, was zu verschiedenen Zusammensetzungen der NF-kB-Untereinheiten
und somit zu individuellen Funktionen fithren kann [18, 22, 23]. Zu einer Aktivierung von NF-kB
filhren unter anderem inflammatorische Zytokine, reaktive Sauerstoffspezies (ROS),
Katecholamine, sowie Schiddigungen der Desoxyribonukleinsdure (DNS) [22]. NF-«xB kann
auBerdem {iiber 7Toll-like Rezeptoren (TLR) wie TLR9 aktiviert werden [24]. TLRY ist ein auf
Immunzellen exprimierter Rezeptor, der seinerseits wiederum durch Infektionen, Zellschiden
oder geschidigte Mitochondrien aktiviert werden kann [25, 26]. Die Relevanz dieser Entdeckung
fiir die Herzinsuffizienz ist potenziell hoch, da bei dieser ebenfalls eine mitochondriale
Schiadigung vorliegt, was dem Konzept der Herzinsuffizienz als metabolische Erkrankung
entspricht [27]. Dieses Konzept der Herzinsuffizienz als metabolische Erkrankung wurde
erstmalig 1939 von George Herrmann und George M. Decherd Junior etabliert [28] und seitdem in
zahlreichen Studien untersucht [27]. So konnte gezeigt werden, dass das insuffiziente Myokard
Atiologie-spezifische Stdérungen des Energiestoffwechsels aufweist, die sidmtliche Schritte der

Substratverwertung betreffen konnen (siehe 1.2.1).



1.2 Energiestoffwechsel des ventrikularen Myokards

1.2.1 Substratversorgung und Leistung des menschlichen Herzes

Das Herz hat den hochsten Energiebedarf aller Organe des Menschen mit einem tidglichen Umsatz
von 6 kg ATP in Ruhe bis zu 30 kg ATP bei Belastung, was dem 20 bis 150-fachen seines eigenen
Gewichts entspricht [27, 29]. Téglich schldgt es etwa 100.000 mal und pumpt circa 10 Tonnen
Blut durch den Korper [27]. Diese Leistung ist nur durch eine effektive und effiziente

Substratverwertung des Myokards erreichbar, die in drei Schritte unterteilbar ist [27, 30]:

I.  Die Aufnahme von Substraten in den Kardiomyozyten.

II.  Die Umwandlung jener Substrate zu Energietragern, insbesondere ATP, z. B. durch
oxidative Phosphorylierung (siche 1.2.2).

III.  Die Nutzung von ATP zur Kontraktion myokardialer Myofibrillen.

Wiéhrend das Herz in der Lage ist, simtliche im menschlichen K&rper verwertbaren Energietrager
zu verstoffwechseln, deckt es in Ruhe physiologisch etwa 60% seines Energiebedarfs durch
langkettige Fettsduren und etwa 30% mit Glukose, wihrend die restlichen 10% durch andere
Substrate wie Laktat und Ketonkorper abgedeckt werden [31]. Dieses Gleichgewicht kann bei
gesteigertem Bedarf, beispielsweise bei korperlicher Belastung, zugunsten des Kohlenhydrat-
Anteils verschoben werden, was den Vorteil eines besseren Verhiltnis‘ von Sauerstoffbedarf zu
ATP-Gewinnung aufweist [32]. Die Verstoffwechselung freier Fettsduren im Gegensatz zu
Kohlenhydraten erfordert theoretisch etwa 13% mehr Energie, in humanen Studien konnten sogar

ein um 27-54% erhohter Sauerstoffbedarf feststellen [33, 34].

Neben diesen physiologischen Adaptationen liegt auch bei Pathologien eine Verschiebung des
Substratgleichgewichts vor (Abb. 1). Wéhrend sich bei Herzinsuffizienz die myokardiale
Glukosenutzung erhoht, wird bei Insulinresistenz aufgrund reduzierter Aufnahmekapazitit des
Myokards fiir Glukose durch verminderten Einbau des Glukosetransporters Typ 4 in die

Zellmembran der Kardiomyozyten das Verhéltnis zugunsten von Fettsduren verschoben.
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Abb. 1: Kardiale Substratnutzung im physiologischen und pathologischen Zustand. Darstellung nach Glatz et

al [31].
Wiéhrend bei verschiedenen Erkrankungen eine Verschiebung des Gleichgewichts zunichst als
Adaptation dienen kann, um den myokardialen Substratbedarf zu decken, kann als gemeinsame
Endstrecke eine unzureichende Versorgung des Myokards mit Substraten resultieren (1.4.2) [27,

34, 35].

1.2.2 Die oxidative Phosphorylierung

Die oxidative Phosphorylierung der mitochondrialen Atmungskette liefert den groBten Teil der
verwertbaren Energie in Form von ATP fiir den menschlichen Korper. Hauptkomponenten der
Atmungskette sind die Komplexe I-V: Die NADH:Ubichinon-Oxidoreduktase (NADH-
Dehydrogenase; Komplex I), die Succinat:Ubichinon—Oxidoreduktase (Succinat-Dehydrogenase;
Komplex 1II), die Ubihydrochinon (Ubichinol):Cytochrom c—Oxidoreduktase (Cytochrom-c-
Reduktase; Komplex III), die Cytochrom c:0,-Oxidoreduktase (Cytochrom-c-Oxidase; Komplex
IV) und die F,Fi-ATPase (ATP-Synthase; Komplex V). Die Komplexe I bis IV sind in der inneren
Mitochondrienmembran lokalisiert und bewirken einen Transport von Protonen entgegen dem
Konzentrationsgefille aus der Mitochondrienmatrix in den Intermembranraum. Hierfiir notwendig
sind die Reduktionsdquivalente Nicotinamidadenindinukleotid (NADH+H") und Flavin-Adenin-
Dinukleotid (FADH>), die in anderen biochemischen Reaktionen erzeugt werden (z. B. Glykolyse,

Citratzyklus, Beta-Oxidation). Den entstehenden Protonengradienten baut die ebenfalls die innere



Mitochondrienmembran durchziehende ATP-Synthase (Komplex V) ab, indem sie Protonen
zuriick in die Mitochondrienmatrix gelangen ldsst und dabei Adenosin-Diphosphat (ADP) und
Phosphat in Adenosin-Triphosphat (ATP) umwandelt. Die Vorgénge in der Atmungskette sind in
Abb. 2 schematisch dargestellt.
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Abb. 2: Die Atmungskette: Vorginge an der inneren Mitonchondrienmembran. Verschiedene
Reaktionen fiihren iiber Ubertragung von Reduktionsiquivalenten zu einer Reduktion von
Ubichinon zu Ubichinol (Q-Junction) [36]. Hierbei kdnnen beispielsweise Glutamat (Komplex I),
Succinat (Komplex II) oder Fettsiuren (iiber ETF) als Substrate zur Ubertragung von
Reduktionsidquivalenten fungieren. Ubichinol reduziert infolge an Komplex III zwei Cytochrom-c-
Molekiile. Uber mehrere Zwischenschritte iibertragen zwei Cytochrom c?>* zwei Wasserstoffatome
auf Sauerstoff unter Entstehung von Wasser und zwei Cytochrom ¢**. Ein in den Komplexen I, 111
und IV aufgebauter Protonengradient wird durch Komplex V abgebaut, die entstechende Energie
wird zur Synthese von ATP genutzt [37]. ACAD: Acyl-CoA-Dehydrogenase; ADP: Adenosin-
Diphosphat; ATP: Adenosin-Triphosphat; Cyc: Cytochrom c¢; ETF: electron transfer flavoprotein
complex; ETFDH: Mitochondrial electron transfer flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase;
FADH: Flavin-Adenin-Dinukleotid; NADH: Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid; Q: Ubichinon (Q-
Junction).

An Komplex IV der Atmungskette wird im Rahmen der folgenden Reaktion Wasser unter

Verbrauch von Protonen und Sauerstoff produziert:

% 0,2°"+2H"— 1 H,O




Diesen Sauerstoffverbrauch macht man sich experimentell im Rahmen der Respirometrie zunutze,
um die mitochondriale Aktivitit zu quantifizieren [38]. In einem geschlossenen System ist der
Sauerstoffverbrauch proportional zur Aktivitit des Atmungskettenkomplex‘ IV und damit ein
Indikator fiir die gemeinsame Endstrecke der oxidativen Phosphorylierung. Dieser kann iiber
einen polarographischen Sensor in isolierten Mitochondrien, Homogenaten und intakten oder
permeabilisierten (aufgeldste Zellmembran bei intakter Mitochondrienmembran; siehe 3.2.4)
Zellen gemessen werden [38, 39]. Der Verbrauch von Sauerstoff in Abhingigkeit von der Zeit,
also die negative erste Ableitung der Sauerstoffkonzentration iiber der Zeit wird als

Sauerstofffluss (O,-Fluss) oder Respiration bezeichnet [40].

Der O»-Fluss kann gewichtsspezifisch und volumenspezifisch berechnet werden. Im Falle
permeabilisierten Gewebes ist eine gewichtsspezifische Messung sinnvoll, denn in einer
geschlossenen Kammer mit festem Volumen verbraucht eine schwerere Probe aufgrund erhohter

Anzahl aktiver Mitochondrien (theoretisch) mehr Sauerstoff als eine leichte.
Gewichtsspezifisch lédsst sich der O»-Fluss wie folgt beschreiben:

A Sauerstof fkonzentration [pmol]
A Zeit [s] * Feuchtgewicht des Gewebes [mg]

Sauersstofffluss =

1.2.3 Respiratorische Stadien

Bei der respiratorischen Messung der oxidativen Phosphorylierung werden verschiedene
respiratorische Stadien (Englisch: States) unterschieden, deren Einteilung abhingig von den in
ausreichender Menge vorliegenden und den fehlenden und damit die Geschwindigkeit

begrenzenden Faktoren abhingig ist (siehe Tabelle 3).

Stadium 1 Stadium 2 Stadium 3 Stadium 4 Stadium 5

Ausreichend 0)) 0,, ADP 0O,, ADP, 02, Substrat ~ Substrat,
vorhanden Substrat ADP
Begrenzender Phophat- Substrat - Phosphat- 02
Faktor Akzeptor Akzeptor
Geschwindigkeit Langsam Langsam Maximal Langsam Null

der oxidativen

Phosphorylierung

Tabelle 3: Die urspriinglichen metabolischen Stadien der Mitochondrien nach Chance und Williams [41].

Die klassischen Respirometriestadien nach Chance und Williams koénnen in isolierten

Mitochondrien erreicht werden [41]. In intakten oder permeabilisierten Zellen ist dies nicht



zwangslaufig der Fall [38]. Stadium 1 und 2 konnen theoretisch durchlaufen werden, jedoch
enthalten intakte und permeabilisierte Zellen hohere Konzentrationen endogen gespeicherter
Substrate, sodass diese Stadien schwieriger von Stadium 3 abzugrenzen sind [38]. Zudem kann in
intakten und permeabilisierten Zellen Stadium 4 praktisch nicht erreicht werden, da endogenes
ADP nicht komplett aufgebraucht werden kann. Stattdessen kann durch hier Applikation eines
Inhibitors der ATP-Synthase (z.B. Oligomycin; Tabelle 5) in Stadium 3 ein dem Stadium 4 in
Respiration quantitativ dhnelnder State 4o (,,O* fiir Oligomycin) erzeugt werden. Stadium 3 und 5

sind auch in permeabilisierten Fasern erreichbar.

Die urspriinglichen Stadien nach Chance und Williams entstanden aus Uberlegungen zur Addition
verschiedener Substrate zu Mitochondrien in einem mit Sauerstoff gesittigten isotonischen
Medium mit anorganischem Phosphat [38]. Im urspriinglichen Protokoll wurde zuerst ADP
appliziert, um endogene Substrate abzubauen und erst bei Erreichen eines steady state Substrat.
Chance und Williams fiihrten jedoch auch weitere Protokolle ein, in denen vor Zugabe von ADP
andere Substrate eingesetzt wurden. Infolgedessen kann die klassische Bezeichnung der Stadien 2

und 4 Verwirrung stiften [38].

Anstatt eines numerischen Systems der Respirationsstadien schlugen Gnaiger et al. folgende
Definition der Stadien der Respirometrie vor [36, 38]: LEAK (englisch: Leck) Respiration, die
Kapazitit der oxidativen Phosphorylierung (OXPHOS Kapazitit) und die Kapazitit des
Elektronen-transferierenden Systems (ETS Kapazitit) (Tabelle 4).

Respirationsstadium Erliuterung Entsprechung der
klassischen
Respirationsstadien
LEAK Respiration Nicht-phosphorylierende, partiell Stadium 4, niherungsweise
gekoppelte Respiration auch Stadium 2
OXPHOS Kapazitit Maximale phosphorylierende, Stadium 3

partiell gekoppelte Respiration

ETS Kapazitit Maximale nicht-phosphorylierende, Keine
entkoppelte Respiration (Entkoppeltes Stadium 3)

Tabelle 4: An kontemporére Respirometrieprotokolle angepasste Respirationsstadien nach Gnaiger et al [38].

In permeabilisierten und intakten Zellen entspricht die LEAK Respiration dem durch Oligomycin
induzierten Stadium 4,. Zwar sind sowohl ADP als auch ATP noch vorhanden, jedoch dient die
vorliegende Respiration im 4, LEAK Stadium nicht mehr der Phosphorylierung von ADP, sondern

der Aufrechterhaltung des Membranpotenzials dient. Der entstehende Sauerstoffverbrauch
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resultiert, da auch ohne phosphorylierende Aktivitit der ATP-Synthase durch Protonen-
Leckstrome, sowie durch proton slipping und cation cycling Protonen aus dem Intermembranraum
in die Mitochondrienmatrix wandern konnen, die durch die Komplexe I-IV der Atmungskette
zurlickgefiihrt werden [38, 39]. Aufgrund der ubiquitdr vorhandenen Protonen-Leckstréme, die
verhindern, dass sdmtliche lonen zur Generierung von ATP genutzt werden kdénnen, kann in der
Respirometrie nie ein vollstindig gekoppeltes Stadium erreicht werden — man spricht deswegen
von partieller Kopplung [38]. Beim urspriinglichen Stadium 3 muss nach Gnaiger et al. beziiglich
eines partiell gekoppelten (OXPHOS Kapazitit) und eines entkoppelten (ETS Kapazitit) Stadiums
unterschieden werden [42]: Wihrend Ersteres im Grunde dem Stadium 3 nach Chance und
Williams entspricht, kann Letzteres ex vivo durch Applikation eines Entkopplers (z.B.
Carbonylcyanid-p-Trifluoromethoxy-phenylhydrazon (FCCP)) erreicht werden. Als Entkoppler
der Atmungskette werden ionophore Molekiile bezeichnet, die Protonen durch die
Lipiddoppelschicht der Mitochondrien transportieren konnen. Durch Applikation eines
Entkopplers in der Respirometrie wird somit eine von der Phosphorylierung losgeldste
Respiration generiert, in der die maximale Respiration der Atmungskettenkomplexe I[-IV
unabhingig von der ATP-Synthase und Konzentrationen von Phosphatakzeptoren quantifiziert

werden kann.

Alle Komplexe der Atmungskette konnen durch spezifische Inhibitoren gehemmt werden (Tabelle
5) [43]. Dies kann experimentell von Nutzen sein, um Komplex-spezifische Resultate zu erhalten
(siehe 3.2.4). So kann beispielsweise durch Applikation von Antimycin A die Atmungskette

blockiert werden, sodass ein residualer Sauerstofffluss messbar ist.

Atmungskettenkomplex Inhibitor

I: NADH-Dehydrogenase Rotenon

II: Succinat-Dehydrogenase Malonat

III: Cytochrom-c-Reduktase Antimycin A, Myxothiazol

IV: Cytochrom-c-Oxidase (Natrium-)Azid, (Kalium-)Cyanid,
Kohlenstoffmonoxid

V: ATP-Synthase Oligomycin A

Tabelle 5: Beispiele fiir Inhibitoren fiir die einzelnen Komplexe der mitochondrialen Atmungskette [38].
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1.3 Diabetes Mellitus

1.3.1 Diagnose und Klassifikation

Unter dem Begriff Diabetes Mellitus werden Erkrankungen zusammengefasst, deren klinische
Prasentation von symptomatischer Hyperglykdmie geprédgt ist. Nach der aktuellen Leitlinie der
American Diabetes Association von 2018 liegt ein Diabetes Mellitus vor, wenn eine der folgenden

Bedingungen erfiillt ist:

— Héamoglobin A (HbAic) > 6,5 %

— Niichtern-Plasmaglukose > 126 mg/dl (7,0 mmol/l). Niichtern ist definiert als mindestens
8 h ohne Nahrungsaufnahme.

—  Zwei-Stunden-Plasmaglukose > 200 mg/dl (11,1 mmol/l) wiahrend eines oralen
Glukosetoleranztests (OGTT) mit 75 g Glukosedquivalent.

— Bei einem Patienten mit klassischen Symptomen einer Hyperglykédmie oder
hyperglykdmischen Krise: Einmalige Plasmaglukose > 200 mg/dl (11,1 mmol/l).

Die ADA schlégt dariiber hinaus folgende Klassifikation des Diabetes Mellitus vor [44]:
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I.  Typ 1 Diabetes Mellitus (T1DM): Beta-Zellzerstérung, die gewohnlich zu absolutem
Insulinmangel fiihrt

Ia: Immunologisch vermittelt
Ib: Idiopathisch

II.  Typ 2 Diabetes Mellitus (T2DM): Von Insulinresistenz mit relativem Insulinmangel bis zu
einem sekretorischen Defekt mit Insulinresistenz

III.  Andere spezifische Typen
a. Genetische Defekte der Beta-Zell-Funktion
b. Genetische Defekte der Insulinwirkung
c. Erkrankungen des exokrinen Pankreas
d. Endokrinopathie-bedingter Diabetes
e. Medikamenten- oder Chemikalien-induzierter Diabetes
f. Infektionsbedingter Diabetes
g. Seltene Formen immunologisch bedingten Diabetes*
h. Andere genetische Erkrankungen, die mit Diabetes assoziiert sein konnen

IV.  Gestationsdiabetes (hier gelten abweichende Diagnosekriterien)

1.3.2 Epidemiologie

Diabetes Mellitus ist eine hdufige Erkrankung mit einer globalen Prévalenz von schitzungsweise
9,3% (463 Millionen Menschen), bei einer ungleich hoheren Privalenz in Industrienationen
(10,4%) und im hoheren Lebensalter (zwischen 70 und 79 Jahren etwa 20%) [45]. In den
kommenden Jahrzehnten wird von einem deutlichen Anstieg der Inzidenz und Prévalenz
ausgegangen, die insbesondere Lander niedrigen und mittleren Einkommens betreffen wird [46].
So sehen Schitzungen die globale Pridvalenz des Diabetes Mellitus 2045 bei 10,9% (700
Millionen) [45]. In Deutschland liegt die geschétzte Pravalenz zwischen 7,2 und 9,9% [47]. Den
mit Abstand groBten Anteil macht mit iiber 95% T2DM aus, widhrend TIDM nur etwa 0,3%
ausmacht [48].

Wihrend die die Pradisposition fiir T2DM genetisch festgelegt ist, wird die Manifestation und die
Auspriagung auch durch Umwelt- und behaviorale Faktoren bestimmt [49-51]. Beispiele fiir
anerkannte Risikofaktoren sind Bewegungsarmut, energiereiche Erndhrung mit hohem Anteil an
Mono-, Di-, Oligosacchariden und Fetten, Umweltverschmutzung, niedriger sozio6konomischer

Status, Nikotinabusus und Schlafmangel [51, 52].

Weltweit ist Diabetes ein wichtiger Risikofaktor fiir Mortalitét, der in den letzten Jahrzehnten an

Bedeutung weiter zugenommen hat [53]. Von den héufigen chronischen Komplikationen des
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Diabetes Mellitus — kardiovaskuldren Erkrankungen, diabetischer Nephropathie, diabetischer
Retinopathie, diabetischer Neuropathie und diabetischem FuBBsyndrom — sind die kardiovaskuldren
Erkrankungen jene, die mit dem hochsten Mortalitétsrisiko assoziiert sind [54]. Menschen mit
T2DM weisen eine bis zu vierfach so hohe Mortalitit wie Menschen ohne T2DM auf [55]. So
starben 2015 weltweit 1,5 Millionen Menschen an Diabetes Mellitus und seinen Folgen [56], die
insgesamt auf erhohten Blutzucker zuriickzufithrenden Tode konnten jedoch bis zu 3,5 Millionen
betragen [53]. In Deutschland waren 2010 schitzungsweise 21% aller Todesfille auf Diabetes
Mellitus zuriickzufiihren [57].

1.3.3 Pathogenetische Grundlagen des Diabetes Mellitus Typ 2

Der T2DM ist eine heterogene Erkrankung, die durch einen relativen Insulinmangel
gekennzeichnet ist [51, 52]. Dieser fullt primir auf einem Zusammenspiel vierer
pathomechanistischer Faktoren (nach Herold et al. 2015): Einer reduzierten Insulinsensitivitét
(Insulinresistenz), einem sekretorischen Defekt sowohl der beta- als auch der alpha-Zellen des
Pankreas, einer fortschreitenden Apoptose der beta-Zellen und einer -eingeschriankten
Inkretinsekretion [58]. Wéhrend es bei T2DM in den alpha-Zellen des Pankreas zu einer
verstarkten und fehlregulierten Glukagon-Ausschiittung und -Speicherung kommt, fithren in den
beta-Zellen unter anderem Amyloid-Ablagerungen und endoplasmatischer Retikulum-Stress zur
Induktion von Apoptose [59]. Eine zu Beginn der Erkrankung auftretende periphere
Insulinresistenz, die insbesondere in der Skelettmuskulatur und dem Fettgewebe in einer
verminderten Glukoseaufnahme resultiert, kann zunéchst noch durch gesteigerte Insulinsekretion
kompensiert werden. Wenn die Insulinresistenz im Verlauf jedoch weiter zunimmt und die
Insulinsekretionskapazitit des Pankreas nachldsst, manifestiert sich der klinisch apparente T2DM
mit postprandialen und spéter auch niichtern-Hyperglykdmien [52]. Bei Diagnose besteht haufig
bereits ein beta-Zellverlust von 50% [51, 59], was dadurch bedingt ist, dass zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung eines T2DM meist bereits eine mehrjdhrige Phase der Insulinresistenz und

Glukoseintoleranz vorlag [60].

Wie die Wirkungen von Insulin an sich, sind auch die Folgen der Insulinresistenz bei T2DM
organspezifisch [51, 61]. Auch eine gegenseitige Beeinflussung der verschiedenen Organe iiber
spezifische Metabolite wird angenommen [62]. So kommt es in der Leber zu einer gesteigerten
Gluconeogenese, Lipogenese und Glykogenolyse [52]; in den Nieren wird durch einen vermehrten
Einbau von Sodium-Glukose-Co-Transporter 2 (SGLT2) die Glukoseresorbtion induziert [51]; im
Skelettmuskel und im Herz werden vermehrt Fettsduren anstatt Glukose verstoffwechselt, was den
Sauerstoffbedarf erhoht (siehe 1.2.1) und zu ektoper Lipidspeicherung fiihrt [31, 63—65]; im
Gehirn kommt es zu verstirktem Appetit und vermindertem Sattigungsgefiihl durch Disinhibition

der Neuropeptid Y-Achse aufgrund verminderter Insulin- und Leptinwirkung [51, 66, 67]; die
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Zusammensetzung des enteralen Mikrobioms verdndert sich [68, 69]; und systemisch kommt es zu

einer erhohtem Inflammation und oxidativem Stress [70-74].

Oxidativer Stress bezeichnet das vermehrte Auftreten von ROS durch eine Verschiebung des
Verhiltnisses von Pro- gegeniiber enzymatischen und nicht-enzymatischen Anti-Oxidantien
zugunsten des Ersteren [75]. Der chronischen Belastung durch systemischen oxidativen Stress
[19, 73] und systemische Inflammation [71, 72, 76, 77] bei T2DM und Insulinresistenz wird eine
wichtige Rolle bei der Entstehung von Komplikationen zugeschrieben. Eine durch Hyperglykémie
induzierte vermehrte mitochondriale Emission von Superoxid gilt als primédre Ursache des
oxidativen Stresses bei T2DM [74]. Als Superoxide werden chemische Verbindungen bezeichnet,
die das Dioxid(1-)-Anion (O, ") enthalten. Sie werden in Mitochondrien vor allem an Komplex
III, zu einem geringeren Teil auch an Komplex I der Atmungskette (siche 1.2.2) erzeugt [78]. Bei
T2DM kann es aufgrund eines verdnderten Membranspannungspotenzials zu einer Blockade des
Elektronentransfers an Komplex III kommen, wodurch die entsprechend an Ubichinon
zurlicktransferierten Elektronen an molekulares Sauerstoff abgegeben werden, was in der Bildung
von Dioxid(1-) resultiert [74, 79]. Wihrend Dioxid(1-) selbst nur eine begrenzte schéidigende
Wirkung hat, erklirt sich seine Pathogenitidt durch die Bildung von anderen reaktiven ROS wie
Wasserstoffperoxid (H>O2) und Hydroxyl-Radikalen (OH’). Auch aullerhalb von Mitochondrien
konnen ROS gebildet werden, wie zum Beispiel bei der beta-Oxidation in Peroxisomen, durch die
NAD(P)H-Oxidase, oder mikrosomale P-450-Enzyme [78]. ROS aktivieren iiber Strangbriiche der
nukledren DNS Poly(ADP-ribose)-Polymerasen. Die pathogene Wirkung der ROS bei T2DM
entfaltet sich in der Folge iliber die Induktion von fiinf schidigenden Mechanismen [74]: Im
Rahmen der Fructose-Synthese (Polyol-Weg), durch die Formation von Reaktionsprodukten der
Glykation, sogenannten Advanced Glycation Endproducts (AGEs), durch vermehrte Expression
des Rezeptors fiir AGEs und aktivierende Liganden, durch Aktivierung von Isoformen der

Protein-Kinase C und im Rahmen der verstarkten Biosynthese von Hexosaminen.

Zusammenfassend bestehen aufgrund des relativen Insulinmangels bei T2DM eine
Hyperglykdmie, eine Hypertriglyceridimie und eine Hyperinsulinimie — letzteres zumindest,
solange die Sekretionskapazitdt der beta-Zellen noch nicht erschopft ist [51, 80]. Die erhohten
Plasmakonzentrationen induzieren zahlreiche zum Teil organspezifische pathologische Prozesse,
die direkt oder indirekt die Grundlage fiir die chronischen Komplikationen des T2DM
bilden(siehe auch 1.4.1) [80, 81].
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1.4 Die diabetische Kardiomyopathie

1.4.1 Pathophysiologische Konzepte

Auch unabhingig von vaskuldren Erkrankungen wie der koronaren Herzerkrankung, Hypertonie
und anderen Risikofaktoren erhoht T2DM das Risiko fiir die Entstehung einer Herzinsuffizienz [1,
80, 82-84]. Auch umgekehrt kann eine Herzinsuffizienz {iber neurohumorale Aktivierung das
Risiko eines T2DM erhohen [85]. AuBBerdem verschlechtert das Vorliegen von T2DM zusétzlich
zur Herzinsuffizienz die Prognose erheblich [6, 54, 85]. Die kardiale Mortalitit ist bei Menschen
mit T2DM auch unabhingig von der Koronarperfusion erhoht [86]. Als Ausdruck der primir
epidemiologischen Feststellung, dass eine Herzinsuffizienz bei T2DM auch unabhingig von
anderen Risikofaktoren entstehen kann, wurde der Begriff der diabetischen Kardiomyopathie

eingefiihrt [87, 88].

Trotz umfassender Forschung in diesem Areal sind die zugrundeliegenden pathophysiologischen
Mechanismen noch nicht vollstindig verstanden. Insbesondere fehlt eine klinische Moglichkeit
zur spezifischen Diagnostik und Therapie der diabetischen Kardiomyopathie [80]. Heutige
pathophysiologische Modelle der diabetischen Kardiomyopathie basieren primidr auf
Tiermodellen, die in den letzten Jahren durch humane Daten zum Teil ergidnzt und bestétigt
wurden [88-90]. Nach diesen Modellen bewirkt ein Zusammenspiel der Hyperglykdmie, der
Hyperinsulinimie und der peripheren Insulinresistenz, sowie der Hyperlipiddmie {ber
verschiedene Mechanismen eine Schiadigung des Myokards, die zu Apoptose, Fibrose und einer
reduzierten Kontraktilitat filhren kann (Abb. 3) [80, 88]. Hierbei scheinen die eingeschriankte
Leistung myokardialer Mitochondrien, sowie eine chronische Belastung durch Inflammation und

oxidativen Stress eine zentrale Rolle zu spielen [80, 89, 91, 92].

Wiéhrend sich die T2DM-assoziierte Herzinsuffizienz klinisch zunichst asymptomatisch
priasentieren kann, kann bei Patienten mit T2DM héufig schon Jahre vor der Entwicklung einer
klinisch apparenten, symptomatischen Herzinsuffizienz eine diastolische Dysfunktion

nachgewiesen werden [35, 80, 85].
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Hyperlipiddmie
Myokardiale Lipidaufnahme

Myokardiale Fettspeicher T
Lipotoxizitat
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Mitochondrieneffizienz <11:, Oxidativer Stress
? Diabetisches Herz %
Hyperinsulindmie, Insulinresistenz Apoptose Hyperglykdmie
Insulinsignalwirkung Myokardfibrose Glukotoxizitat
Glukoseaufnahme Kontraktilitdt Autonome Neuropathie
Verdnderter Calciumhaushalt _Herzinsufﬁzienz _ AGEs T

Abb. 3: Postulierte Pathomechanismen der diabetischen Kardiomyopathie. Das Herz ist bei T2DM chronisch
den schiadigenden Einfliissen Hyperglykédmie, Hyperinsulindmie und Hyperlipiddmie ausgesetzt,
die ihrerseits eine Kaskade pathophysiologischer Vorgédnge initiieren, an deren Ende eine
irreversible fibrotische Schiddigung des Myokards steht, wodurch es zu klinisch apparenter
Herzinsuffizienz kommen kann [80, 89]. Darstellung nach Zweck et al [80]. AGE: Advanced
Glycation Endproduct.

1.4.2 Die Rolle myokardialer Mitochondrien

Es gibt inzwischen weitgehend wissenschaftlichen Konsens, dass eine Schiadigung myokardialer
Mitochondrien ein zentrales Element der pathophysiologischen Kaskade bei diabetes-assoziierter
Herzinsuffizienz spielt. Daten aus zahlreichen Studien an Tiermodellen konnten in den
vergangenen Jahrzehnten Postulate iiber die Mechanismen erstellen, die dieser Schiddigung

zugrunde liegen, wozu regelmiBig Ubersichtsartikel publiziert wurden [87, 90, 91, 93-95].

Wiéhrend Studien zum Einfluss von T2DM auf humane kardiale Mitochondrien lange nicht
verfiigbar waren, konnte dafiir im humanen Skelettmuskel mehrfach die Einschrinkung der
Mitochondrienfunktion bei T2DM gezeigt werden [96—98]. Nach einer Studie von Boushel et al.
konnte die Erkldrung hierfiir ein niedrigerer Mitochondriengehalt im Skelettmuskel von Patienten
mit T2DM sein [99], andere Studien zeigten jedoch auch eine reduzierte oxidative Kapazitit pro
Mitochondrium, was auf einen intrinsischen Defekt hinweist [97, 98]. Auch ungeklart ist, ob die
Einschrankung der muskuldren Mitochondrienfunktion ubiquitdr vorliegt, da Rabol et al. bei

T2DM diese nicht in Armmuskulatur nachweisen konnten [96].

Der erste Nachweis einer reduzierten myokardialen oxidativen Kapazitdt im Menschen wurde
2009 von Anderson et al erbracht [100], und konnte in der Folge von anderen Gruppen repliziert
werden [101-104]. Die gemeinsamen Limitationen, die bei allen bis zum Beginn dieser Arbeit

verfiigbaren Humanstudien bestanden, lagen (i) in der Nutzung von Gewebe des Atriums und (ii)
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in der Akquise von Gewebeproben von Patienten mit fortgeschrittener koronarer Herzerkrankung,

welches wihrend koronarer Bypass-Operationen gewonnen wurde.

Vorhofgewebe unterscheidet sich von ventrikuldirem Gewebe durch verschiedene metabolische,
funktionelle und molekulare Faktoren [94, 105, 106]. Insbesondere existieren Daten, die zeigten,
dass die mitochondriale Kapazitit des Myokards des Vorhofs gegeniiber den Ventrikeln reduziert
ist [40, 106]. Die diabetes-assoziierte Herzinsuffizienz, ihre Symptomatik und klinische Relevanz
gehen primér aus der Komponente der ventrikuldren Dysfunktion hervor. Entsprechend ergibt sich
die Rationale, zur Untersuchung der pathophysiologischen Einfliisse auf das Herz bei T2DM
ventrikuldres Gewebe zu untersuchen. Bisher liegt nur eine Studie vor, die auch im Ventrikel von
Patienten mit T2DM eine reduzierte mitochondriale Kapazitdt nachweisen konnte [103]. Diese
teilt jedoch mit den anderen Studien die Eigenschaft des Probandenkollektivs von
fortgeschrittener koronarer Herzerkrankung. Die koronare Herzerkrankung reduziert die potenziell
mogliche Versorgung des Myokards mit Sauerstoff und Substraten und in Patienten mit koronarer
Herzerkrankung liegt eine reduzierte myokardiale mitochondriale oxidative Kapazitit vor [102,
107-109]. Dadurch ist eine suffiziente Trennung der Folgen der koronaren Herzerkrankung

gegeniiber jenen des T2DM erschwert.

Dariiber hinaus nutzten die genannten Studien die vorbekannte Diagnose, niichtern-Glukose oder
HbA. als Determinanten des T2DM zur Einteilung der Studiengruppen [100-103]. In
entsprechender Ermangelung der Daten eines OGTT ergibt sich auf der einen Seite eine reduzierte
Trennschiarfe von Patienten mit und ohne T2DM, insbesondere, da bei einigen Studienpatienten
ein Pradiabetes vorlag wie beispielsweise bei Anderson et al. [100]. Auf der anderen Seite fehlt es
so an Moglichkeiten zur prézisen Quantifizierung der Insulinsensitivitdt der Patienten. Die etwa
von Montaigne et al. genutzte Methode des Homeostasis Model Assessment (HOMA) ist beziiglich
der Korrelationen mit der Gold-Standard-Methode, dem euglykédmischen Clamp, anderen aus dem
OGTT abgeleiteten Indices wie Oral Glucose Insulin Sensitivity (OGIS) oder Predicted M-value
(PREDIM) unterlegen [101, 110-113].

Somit ist zu konstatieren, dass es insbesondere aus Tiermodellen stammende Evidenz fiir das
Vorliegen einer durch T2DM induzierten mitochondrialen Dysfunktion des ventrikuldren
Myokards gibt, diese jedoch nur von wenigen bislang vorliegenden Humandaten unterstiitzt wird.
Dariiber hinaus bleibt weiterhin unklar, ob die nachgewiesenen Verdnderungen myokardialer
Mitochondrien bei Menschen mit T2DM direkt durch T2DM (Hyperglykdmie und
Insulinresistenz) induziert werden, oder ob sie sekundér im Verlauf der Erkrankung etwa aufgrund

mikro- oder makrovaskulédrer Begleiterkrankungen entstehen.
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2 Hypothesen und Ziele der Arbeit
Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Charakterisierung des Einflusses von T2DM auf ventrikulédre
myokardiale Mitochondrien im Menschen.

Folgende Hypothesen sollten zu diesem Zweck im Rahmen dieser Arbeit liberpriift werden:

I.  Die mitochondriale oxidative Kapazitit des humanen Ventrikels weicht von jener des

humanen Vorhofs ab.

II.  FEine fortgeschrittene Herzinsuffizienz ist mit einer eingeschrinkten oxidativen Kapazitat

der Mitochondrien des humanen Ventrikels assoziiert ist.

Aus der Bestitigung dieser beiden Hypothesen ergédbe sich die Rationale, zur Untersuchung des
Einflusses von T2DM auf das humane ventrikuldre Myokard ventrikuldre Proben von Patienten

ohne Herzinsuffizienz zu verwenden.

III. A) T2DM, Hyperglykdmie und Insulinresistenz fithren zu einer reduzierten ventrikuléren

myokardialen oxidativen Kapazitit.

B) Die T2DM-assoziierte Einschrinkung der mitochondrialen Funktion ex vivo korreliert

mit einer Einschrinkung funktioneller Parametern in vivo.

C) Diese Verdnderungen werden von in T2DM erhdhtem zirkulierendem oxidativen Stress

und myokardialer intrazelluldrer Inflammation begleitet.
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3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Arzneimittel

— 300ml Glukoseldsung entsprechend einer Menge von 75g wasserfreier Glukose (ACCU -
CHEK® Dextrose O.G-T., Roche Pharma AG, Grenzach-Wyhlen, Deutschland)

— Isotonische Natriumchloridlésung 0,9 % (Isotonische Kochsalzlésung Fresenius, 10 ml,
Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, Deutschland)

— Saponin aus der Rinde des Quillaja (S7900 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, Deutschland)

—  Orlistat (Xenical®, 120mg, Roche, Basel, Schweiz)

—  CelLytic MT Cell Lysis Reagent (C3228Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland)

—  Protease Inhibitor Cocktail (P8340 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland)

— Assay Buffer for Citrate Synthase (B6935 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, Deutschland)

—  5,5'-Dithiobis-2-nitrobenzoesdure, DTNB (D8130 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, Deutschland)

— Acetyl-Coenzym A (A2181Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland)
—  Oxalessigsédure (04126 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland)
—  Citrat-Synthase (C4741 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland)

— Protein-Reagenzien A und B (Pierce™ BCA Protein Assay Reagent A/B, 23228/23224,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

— Bovines Serum-Albumin (Pierce™ BCA Solid, 23230, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA)

— Kaliumchlorid (104938, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
—  Sulfosalicylsdure (S7422 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland)

—  Tetramethoxypropane (108383 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland)

— Butanol (B7906 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland)

— Pyridin (B57506 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland)

—  Thiobarbitursdure (T5500 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland)
—  Ethanséure (695092 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland)
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— Natriumhydroxid (S8045 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland)

—  BIOPS Aufbewahrungspuffer mit den folgenden Bestandteilen:

CaK,Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraessigsdure (EGTA)
(2,8 mmol/1)

K>EGTA (7,2mmol/l)

Na,ATP (5,8mmol/1)

MgCl,2 6H,0 (6,6mmol/l)

Taurin (20mmol/1)

NasPhosphokreatin (15mmol/l)

Imidazol (20mmol/l)
2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure (50mmol/I)

Dithiothreitol (0,5mmol/I)

—  MiROS5 Oxygraph-Puffer mit den folgenden Bestandteilen:

EGTA (0,5mmol/l)

MgCl,2 6H,0 (3mmol/1)

Kalium-Lactobionat (60mmol/l)

Taurin (20mmol/l)

KH>PO4 (10mmol/1)

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdaure (HEPES) (20mmol/1)
Saccharose (110mmol/1)

Bovines Serum-Albumin (1g/1)

— RNAlater® (AM7021, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

—  Serum-Rohrchen 5ml (BD Vacutainer® SST™ II Advance Plus Collection Blood Tubes,
REF 367955, BD Belliver Industrial Estate, Plymouth, UK)

—  Serum-Réhrchen 3,5ml (BD Vacutainer® SST™ II Advance Plus Collection Blood Tubes,
REF 367957, BD Belliver Industrial Estate, Plymouth, UK)

— EDTA Blutbild-Réhrchen (BD Vacutainer® K2E 5,4 mg, Plus Blood Collection Tubes,
REF 368499, BD Belliver Industrial Estate, Plymouth, UK)

—  Citrat-Réhrchen (BD Vacutainer® 9NC 0.129M, REF 363079, BD Belliver Industrial
Estate, Plymouth, UK)

—  Blutentnahmeset mit Halter (BD Vacutainer® Safety-Lok™ 21G (0,8 x 19 mm), 305 mm
Schlauch, Luer Adapter, REF 367286, BD Belliver Industrial Estate, Plymouth, UK)
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Einmalhalter aus Kunststoff (BD Vacutainer® Einmalhalter, REF 364815, BD Belliver
Industrial Estate, Plymouth, UK)

Probengefifl 1,3ml mit Schraubverschluss, Fluorid-Heparin/Glukose
(Sarstedt®ProbengefiB 1,3ml FH, Bestellnummer 41.1394.005)

ProbengefdB 2ml mit griinem Cap-Insert (BiozymCryovials® AuBengewinde und Silikon-
Dichtungsring, Art. Nr. 710533; Biozym Cap-Inserts fiir Cryovials®, Art. Nr. 710533;
Biozym Scientific GmbH, Wien, Osterreich)

Einmalspritze 2ml (B. BRAUN Injekt®Luer Solo 2ml, REF 4606027V B. Braun
MelsungenAG,Melsungen, Deutschland)

Einmalspritze 5ml (B. BRAUN Injekt®Luer Solo 5ml, REF 4606051V B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)

Einmalspritze 10ml (B. BRAUN Injekt®Luer Solo 10ml, REF 4606108V B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)

Einmalspritze 20ml (B. BRAUN Injekt®Luer Solo 20ml, REF 4606205V B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)

Sicherheitsvenenverweilkaniilen (Vasofix ®Safety, 18G, REF 4268130S-01, B. Braun AG
Melsungen, Melsungen, Deutschland)

Transparenter i.v. Filmverband (3M™Tegaderm™ 1.V., REF 1633, 3M Deutschland
GmbH Neuss, Deutschland)

Dreiwegehahn (B. Braun Discofix® C-3, blau, arzneimittelbestindig, REF 16494C, B.
Braun AG Melsungen, Melsungen, Deutschland)

Combistopper Verschlusskonen (B. Braun Combi-Stopper Verschlusskonen, blau, REF
4495152, B. Braun AG Melsungen, Melsungen, Deutschland)

Pflasterrolle (3M™Transpore™, REF 1527-1; 2,5¢cm x 9,1m, 3M Deutschland GmbH
Health Care Business, Neuss, Deutschland)

Venenstauer (Roeser Standard Venenstauer, Art.-Nr.: 40.718160, Roeser Medical GmbH,
Essen, Deutschland)

Hautantiseptikum (kodan® Tinktur forte farblos, Art.-Nr.: 204012, Schiilke & Mayr
GmbH, Norderstedt, Deutschland)

Hinde-Desinfektionsmittel (Sterillium® classic pure, REF 975512, Bode Chemie GmbH,
Hamburg, Deutschland)

Medizinische Untersuchungshandschuhe (Abena® Classic Nitrile | Powder-Free, REF
290420, Abena GmbH, Zo6rbig, Deutschland)

Zellstofftupfer (L&R Zelletten®, 5 x 4 cm, REF 13356, Lohmann & Rauscher
International GmbH & Co. KG, Rengsdorf, Deutschland)

Nierenschale aus Pappe (Abena®Nierenschale aus Pappe, REF 431009, Abena GmbH,
Zorbig, Deutschland)
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Glukose-Teststreifen (StatStrip® GLU Test Strips, REF 42214, Nova Biomedical UK,
Runcorn, UK)

Glas (Arcoroc® Campus, 29¢cl Wasser-, Saftbecher, Art. Nr.: GAR.04085, Gastro-Inn
GmbH, Erftstadt, Deutschland)

Pipettenspitzen (epT.I.P.S.®Reloads 2-200ul, LOT: F1689590; epT.I.P.S.®*Reloads 50-
1000ul, LOT: F1688470; epT.1.P.S.® Standard/Bulk 100-5000ul, LOT: F1689930,
Eppendorf AH, Hamburg, Deutschland)

6-Well-Zellkulturplatten (VWR®Tissue Culture Plates: 6 wells, sterile, REF: 7342323,
VWR International, LLC, Radnor, USA)

MikroreaktionsgefdB 1,5ml (Eppendorf® Safe-Lock Tubes 1.5 mL, LOT F169519P,
Eppendorf AG, 22331, Hamburg, Deutschland)

Konisches Rohrchen 15ml (Falcon®15 mL High-Clarity Polypropylene Conical Tube,
REF: 352096, Corning Science México, Reynosa, Tarnaulipas, Mexiko)

Konisches Rohrchen 50ml (Falcon® 50 mL Polypropylene Conical Tube, REF 352098,
Corning Science México, Reynosa, Tarnaulipas, Mexiko)

Substratspritzen (Hamilton®Mycrosyringe 10/25/50mm?, Hamilton Central Europe S.R.L,
Ghiroda, Ruménien)

Filterpapier (VWR®™ Qualitative filterpaper, 410, REF: 516-0804, VWR International,
Leuven, Belgien)

Vernichtungsbeutel (oehmen® Vernichtungsbeutel 300x200x0,05mm, Art.Nr.: VB20,
Ochmen Labortechnik, Essen, Deutschland)

Sterile Skalpellklinge (BAYHA® Klinge Nr. 11, Art. Nr.: 311, Bayha GmbH, Tuttlingen,
Deutschland)

96 Well Platte (Greiner CELLSTAR® 96 well plate, Nr. 655180, M0812 Sigma, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland)

Gerate

Point-Of-Care Glukose Monitoring System (StatStrip® GLU Meter-Remanufactured, REF
51707, Nova Biomedical UK, Runcorn, UK)

Zeitmesser (LGG®™ Short PeriodTimerwithalarm, Kat. Nr. 38.2022.02, Wertheim,
Deutschland)

Oxygraph (Oroboros® 02K, Oroboros Instruments, Innsbruck, Osterreich)

Schiittelmaschine/Schiittler (VWR® Standard Analog Shaker, STD 3500, SN: 100831001,
Model-Nummer: 980302EU, VWR International, Leuven, Belgien)

Pipetten 2,5/10/100/1000/5000u1 (Eppendorf Research® plus, Einkanal, Katalog-Nr.
3120000011/3120000020/3120000046/3121000120/3120000070, Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland)
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—  Zentrifuge (Heraeus™ Fresco™ 17 Microentrifuge, 75002420, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA)

— Waage (ME-T Analysenwaage XP205, Mettler Toledo, Columbus, Ohio, USA)

— Reagenzglasschiittler (Reax™ top, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach,
Deutschland)

— Inkubator (Incubator Classic-Line, BINDER GmbH, Tuttlingen, Deutschland)

—  Multi-Detektionsplattenleser (Biotek Synergy 2%, BioTek Instruments, Inc., Winooski,
USA)

—  Fluoreszenzplattenleser (Biotek F1x800, BioTek Instruments, Inc., Winooski, USA)
—  Thermoschiittler (Thermomixer compact, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
— pH-Meter (PHM 220, MeterLab, Hach Lange GmbH, Diisseldorf, Deutschland)

— RedoxSYS® System inklusive Redoxpotenzial-Sensoren (Aytu Bioscience, Englewood,
USA)

3.1.4 Software

— DatLab®Version 6.1.0.7 (Oroboros Instruments Corp, Innsbruck, Osterreich)
—  GraphPadPrism®Version 7.03 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA)

— IBM®™SPSS® Version 24.0.0.2 (International Business Machines Corporation, Armonk,
USA)

—  Microsoft Office® 2016 (Microsoft Corporation, Redmond, USA)
—  Gen 5% (BioTek Instruments, Inc., Winooski, USA)

— Python 3.7.4 (Python Software Foundation, Wilmington, USA)

3.2 Methoden

3.21 Studiendesign

Die Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf genehmigte diese Studie am
21.12.2015 (Referenznummer 5263R). Sie ist registriert bei ClinicalTrials.gov mit der
Identifikationsnummer NCTO03386864. In dieser klinischen, analytischen Beobachtungsstudie
wurden prospektiv Daten verschiedener Patientenkollektive erhoben, um unter anderem
Auswirkungen von Herzinsuffizienz und metabolischen Pathologien auf die kardiale
mitochondriale Funktion zu untersuchen. Alle studienbezogenen Untersuchungen stehen in
Einklang mit den Statuten der Deklaration von Helsinki der World Medical Assocation. Alle
Patienten gaben durch Unterschriften ihre informierte Einwilligung nach Aufklarung durch einen

Studienarzt.
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3.2.2 Rekrutierung und Probandenkollektiv

Fiir die Untersuchung des mitochondrialen Stoffwechsels wurden im Rahmen der DICARDI-

Studie unterschiedliche Patientenkollektive eingeschlossen:

— Patienten, die aufgrund einer terminalen Herzinsuffizienz der Implantation eines
linksventrikuldren Unterstiitzungssystems (Left Ventricular Assist Device; LVAD)
bedurften (LVAD Kohorte).

— Patienten mit einer terminalen Herzinsuffizienz, die eine orthotope Herztransplantation
erhielten (HTX Kobhorte).

—  Herztransplantierte Patienten, die im Rahmen der routineméBigen Kontrolluntersuchungen
nach der Transplantation eine Endomyokardbiopsie (EMB) erhielten (post-HTX Kohorte).

Eingeschlossen wurden Menschen im Alter zwischen 20 und 85 Jahren, auf die

Ausschlusskriterien nicht zutrafen:

—  Akute Infektionserkrankungen innerhalb der letzten 2 Wochen vor der Untersuchung
— Schwangerschaft
— Einnahme von Alkohol- oder Drogen (Suchterkrankung), psychiatrische Erkrankungen

— Risiko fiir oder manifeste Infektion mit Humanem Immundefizienz-Virus (HIV), Hepatitis
B oder C

—  Aktive Krebserkrankung

3.2.3 Studienablauf

Die Dauer des stationdren Aufenthalts der Patienten, die fiir eine routineméfBige EMB
aufgenommen wurden, betrug gewdhnlich drei Tage. Vereinzelte Variationen der Dauer waren
stets studienunabhédngigen klinischen oder organisatorischen Aspekten geschuldet. Die
Studienuntersuchungen fanden iiber den Aufenthaltszeitraum verteilt statt, die Reihenfolge wurde
von der Verfiigbarkeit der Untersuchungsgerdte und —Raumlichkeiten bestimmt. Am dritten Tag
wurden die Patienten zumeist entlassen. Eine verldngerte stationdre Aufenthaltsdauer aus

Studiengriinden wurde vermieden.

Patienten, die einen LVAD oder eine HTX erhielten, wiesen aus klinischen Griinden deutlich
langere Krankenhausaufenthalte auf. Bei lhnen wurden ausschlieflich eine Blutabnahme (in
moglichst kurzem Abstand zur Operation) und die Untersuchung des in der Operation anfallenden

Gewebes durchgefiihrt.

Demgegeniiber durchliefen Patienten, die im Rahmen ihres stationdren klinischen Aufenthalts
eine EMB erhielten, folgende zusitzliche studienbezogene Untersuchungen (sofern keine

Kontraindikationen bestanden):
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— Vendse Blutentnahme zur Serum- und Plasmaanalyse

—  Oraler Glukose-Toleranztest (OGTT)

— Kardiale Magnetresonanztomographie (MRT)

3.2.3.1 Vendse Blutentnahme zur Serum- und Plasmaanalyse

Entweder aus einem neu gelegten vendsen Zugang oder mittels eines Blutentnahmesets oder aus

einer Schleuse in der Vena femoralis im Rahmen der EMB wurde den Patienten im niichternen

Zustand im Rahmen der Studie Blut abgenommen. Von diesen Blutabnahmen wurden die in

Tabelle 6 aufgelisteten Réhrchen entnommen, analysiert und Uberschiisse asserviert.

Gefal

Bestimmte Parameter

13,5ml Serum

3,0ml EDTA-Plasma

2,7ml Citrat-Plasma

Natrium, Kalium, Calcium, Chlorid, Magnesium, Creatinin,
Cystatin C, Harnstoff, Harnséure, Aspartat-Aminotransferase
(ASAT), Alanin-Aminotransferase (ALAT), y-
Glutamyltransferase, alkalische Phosphatase, Bilirubin,
Cholinesterase, Amylase, Pankreas-Amylase, Lipase,
Triglyceride, Gesamt-Cholesterin, Low density lipoprotein
(LDL), high density lipoprotein (HDL), Laktat-
Dehydrogenase, Creatin-Kinase, Gesamt-Eiweif3, Albumin,
Ferritin, Eisen, hochsensitives C-reaktives Protein, freies

Thyroxin, Thyreotropin (TSH) basal

Leukozytenzahl, Erythrozytenzahl, Himoglobin, Himatokrit,
Mittlere/s korpuskulére/s Volumen (MCV), Hdmoglobingehalt
(MCH) und Hédmoglobinkonzentration (MCHC)

Thrombozyten, Himoglobin Alc (HbA.) nach International
Federation of Clinical Chemistry und National

Glycohemoglobin Standardization Program

Quick, International Normalized Ratio (INR), Partielle
Thromboplastinzeit (PTT)

Tabelle 6: Blutentnahme zur allgemeinen Serum- und Plasmaanalyse.

Bei allen Patienten wurden iiberschiissige Serumproben bei -80°C eingefroren zur spiteren

Messung von Markern des oxidativen Stresses (siche 3.2.6).
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3.2.3.2 Oraler Glukose-Toleranztest

Alle Patienten mit einem HbA . unter 9,0%, einem niichtern-Blutglukose von hochstens 170mg/dl
und ohne Therapie mit Insulin oder Glitazonen erhielten im Rahmen der DICARDI-Studie einen
OGTT, wenn sie diesem zustimmten. Zur Durchfiihrung des OGTT wurde den Patienten im
nlichternen Zustand, sowie nach der Ingestion von 300ml Glukoselosung entsprechend einer
Menge von 75g wasserfreier Glukose zu Minute 30, 60, 90, 120, 150, 180 Blut aus einer vendsen
peripheren Verweilkaniile entnommen. Der periphere Venenkatheter (PVK) wurde jeweils nach
den Blutabnahmen mit 5ml 0,9%iger Natriumchloridlosung gespiilt. Vor jeder Blutentnahme
wurden 1,5ml Blut aus dem PVK verworfen, um einer Verdiinnung der Proben vorzubeugen. Bei
verminderter Durchgingigkeit wurde ein neuer PVK gelegt. Zusdtzlich zur Bestimmung des
Blutglukosespiegels zu den einzelnen Abnahmezeitpunkten wurde auch jeweils zusétzlich der
Insulin- und C-Peptid-Spiegel, sowie die Konzentration der nicht-veresterten freien Fettsduren

(FFS) im Blut bestimmt (Tabelle 7).

Gefal3 Blutmenge Gemessene Parameter
3,5ml Serum 2 ml Insulin, C-Peptid

1,3ml Fluorid-Heparin 1 ml Blut-Glukose-Konzentration
2ml Probengefal3, prapariert mit 20ul 1 ml Nicht-veresterte freie
EDTA und 1pg Orlistat Fettsduren

Tabelle 7: Abgenommene Blutproben und wihrend des OGTTs repetitiv gemessene Parameter.

3.2.3.3 Kardiale Magnetresonanz-Tomographie

Bei EMB Patienten wurde im Laufe des stationdren Aufenthalts eine kardiale Magnet-Resonanz-
Tomografie (MRT) durchgefiihrt. Alle Messungen wurden in einem 1,5-Tesla-System (Philips
Achieva 1.5T XR MRI System) durchgefiihrt. Anhand verschiedener Sequenzen wurden u.a.
linksventrikulére Ejektionsfraktion, T1 Maps, T2 Maps, globaler longitudinaler Strain (GLS) und

diastolische Strainrate (strain: englisch Verformung) analyisert.

T1 Maps wurden mit der Modified Look-Locker Inversion recovery (MOLLI) Pulssequenz erstellt
[114]. T2 Maps wurden nach der gradient-spin-echo (GraSE) Methode erstellt [115, 116]. Strain-
Analysen wurde in Bildserien der langen Achse (longitudinaler Strain) oder der kurzen Achse
(diastolische Strainrate) mittels des von der Firma TOMTEC (TOMTEC IMAGING SYSTEMS
GMBH, Miinchen, Deutschland) konzipierten Algorithmus zum sogenannten Feature Tracking
(englisch.: Merkmalsverfolgung) bestimmt [117]. In dieser Methode werden die Grenzen des
Ventrikels manuell identifiziert und dann automatisch durch alle Phasen des kardialen Zyklus

verfolgt (25ms pro Bild). Die diastolische Strainrate wurde als frithe diastolische
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zirkumferentielle Strainrate (Ec/s) in vier mittventrikuldiren Segmenten ermittelt als A4 Strain /

temporale Auflésung. Ec/s wurde hierbei definiert als Steigung von der End-Systole zur Mitt-

Diastole [118, 119].
Patienten erhielten keine MRT bei Vorliegen eines der folgenden Griinde:

— Kontraindikationen (z.B. Metall im K&rper)
—  Zu grofler Bauchumfang
—  Starke Platzangst

—  Weigerung, eine MRT zu durchlaufen

3.2.3.4 Akquisition von Gewebeproben aus dem Endomyokard

3.2.3.4.1 Im Rahmen einer Herzkatheteruntersuchung

Patienten nach Herztransplantation durchlaufen im Universititsklinikum Diisseldorf eine
organisierte  Transplantatnachsorge, die eine repetitive Suche nach Zeichen von
TransplantatabstoBung mittels Katheter-gesteuerter EMB beinhaltet. Im ersten Jahr nach
Transplantation werden mindestens 5 Biopsien geplant, in den Folgejahren wird eine jdhrliche
Kontrolle angestrebt. Jahrlich werden Transplantierte zudem mittels einer Koronarangiografie auf

koronare Stenosen untersucht.

Von einem im Verfahren der Myokardbiopsie erfahrenen kardiologischen Oberarzt des
Universitiatsklinikums Diisseldorf wurden iiber einen vendsen Zugang durch die rechte oder linke
Leiste der Patienten Myokardbiopsien ausschlieBlich aus dem interventrikuldren Septum
entnommen. Mit einer nicht formbaren Kardiobiopsiezange (H. + H. Maslanka GmbH, REF
EH1518.02-120, Tuttlingen, Deutschland) wurden {iber den rechten Ventrikel aus dem
interventrikuldren Septum 5-7 Gewebeproben der Masse 0,2-2mg entnommen und jeweils mithilfe
einer Skalpellklinge in ein préapariertes Mikroreaktionsgefdl} tiberfithrt. Groere Stiicke wurden in
vierprozentiger wassriger Formaldehyd-Losung zur histologischen Analyse konserviert, kleinere
Stiicke wurden zur immunhistochemischen, virologischen und zur Expressionsanalyse in
RNAlater® konserviert. Die genannten Proben wurden bei Raumtemperatur gelagert und zur
Analyse per Kurierdienst in das Institut fiir kardiale Diagnostik und Therapie (IKDT) in Berlin

iiberfiihrt, sodass eine Analyse in einem adidquaten Zeitrahmen von 3 Tagen moglich war.

Zusitzlich wurden zwei Gewebeproben in ein auf Eis gelagertes Mikroreaktionsgefal3, gefiillt mit
fliissigem BIOPS-Medium, iberfiihrt. Kontinuierlich eisgekiihlt wurden diese Proben innerhalb

einer Stunde der Messung zugefiihrt (siche 3.2.4).
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3.2.3.4.2 Im Rahmen einer chirurgischer Implantation eines Linksherzunterstiitzungssystems
Im Rahmen der LVAD-Operation wird ein Metallring an der Herzspitze (Apex cordis) mit
Einzelknopfnihten befestigt. AnschlieBend wird mithilfe einer speziellen Stanze die
linksventrikuldr gelegene Herzspitze entfernt, um das FEinbringen des eigentlichen
Unterstiitzungssystems (ThoratecHeartMate 1I® LVAD oder ThoratecHeartMate III® LVAD,

Thoratec® Corporation, Pleasanton, California) zu ermoglichen.

Im Rahmen der Studie wurde ein muskelreiches Stiick der herausgestanzten Herzspitze mit einem
chirurgischen Messer separiert und unmittelbar in ein auf Eis gelagertes und mit BIOPS-Medium
gefiilltes konisches Rohrchen (15ml) tiberfiihrt. Kontinuierlich eisgekiihlt wurde die Gewebeprobe
innerhalb einer Stunde der Messung zugefiihrt (siche 3.2.4).

3.2.3.4.3 Im Rahmen einer orthotopen Herztransplantation

Im Rahmen einer orthotopen Herztransplantation wird, nachdem ein geeignetes Spenderherz im
Operationssaal eingetroffen ist, das Herz des Empfiangers auf Hohe beider Venae cavae, des
linken Vorhofes, der Pulmonalarterie und der Aorta exzidiert, wiahrend der Transplantatempfanger

an eine Herzlungenmaschine angeschlossen ist.

Im Rahmen der Studie wurde aus beiden Vorhofen, beiden Ventrikeln und beiden Seiten des
interventrikuldren Septums des explantierten Herzen des Empfiangers muskelreiche Proben von
etwa einem Kubikzentimeter Grofe mit einem chirurgischen Messer herausgeschnitten und in auf
Eis gelagerte und mit BIOPS-Medium gefiillte konische Rd&hrchen (15ml) {iberfiihrt.
Kontinuierlich eisgekiihlt wurde die Gewebeprobe innerhalb einer Stunde der Messung zugefiihrt

(siehe 3.2.4).

3.2.4 Hochauflosende ex vivo-Respirometrie an humanem
Myokard

Die Myokard-Gewebeproben wurden im Labor wiederum in eisgekiihltes BIOPS-Medium
iiberfiihrt und sodann nach der skinned-fiber-Methode (englisch: isolierte-Faser-Methode) [120,
121] zundchst mechanisch mit prizisen Pinzetten (sofern die Gréfe und Form der Biopsate dies
zulieB) in einzelne Fasern separiert und anschlieBend mit Saponin in der Konzentration 50pg/ml
permeabilisiert. In dieser Losung wurden die Fasern 30 Minuten auf einem Schiittler (VWR®
International, Leuven, Belgien) mit etwa 80 Umdrehungen pro Minute inkubiert. Auf diese Weise
wurden die Cholesterol-reichen Plasmamembranen der Myokardzellen permeabilisiert, da Saponin
diese aufgrund seiner hohen Affinitdt zu Cholesterol angreift, wiahrend die Cholesterol-armen
Mitochondrienmembranen funktionell unversehrt bleiben [122]. AnschlieBend fanden zwei
Waschungsschritte statt, in denen die Fasern jeweils 10 Minuten in MiROS5-Puffer auf genanntem

Schiittler mit etwa 80 Umdrehungen pro Minute inkubiert wurden. Sodann wurden die Biopsate,
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bzw. einzelne Fasern auf Filterpapier durch Abtupfen getrocknet und abgewogen (getrocknetes
Gewicht etwa 1 mg), bevor sie schlieBlich in je eine der zwei Kammern des hochauflosenden
Zweikammer-Respirometers  (Oxygraph® 2k, OROBOROS® INSTRUMENTS, Innsbruck,
Osterreich) in 2ml MiROS-Puffer bei 37° Celsius iiberfiihrt wurden. Es folgte eine
Hyperoxigenierung, sodass in beiden Kammern schliellich eine Sauerstoff-Konzentration von
400-450nmol/l vorlag. Die Messung der Sauerstoff-Konzentration und des O»-Flusses (siehe 1.2.3
und Abb. 4) erfolgte iiber eine Clark-Elektrode des Oxygraphen und die Aufzeichnung der Daten
iiber DatLab-Software (OROBOROS® INSTRUMENTS, Innsbruck, Osterreich) [39].

Bei allen Gewebeproben wurde anschlieBend dasselbe Protokoll fiir die Substratzugabe

durchgefiihrt:
Substrat Finale Konzentration in Oxygraph
Malat 2mM
Octanoyl-Carnitin ImM
Adenosindiphosphat 2,5mM
Glutamat 10mM
Succinat 10mM
Cytochrom C 10uM
Oligomycin SuM
Carbonylcyanid-p- Titration in 0,2uM Schritten

trifluoromethoxyphenylhydrazon
Antimycin A SuM
Tabelle 8: Verwendete Substrate und jeweilige Konzentrationen.

Gesittigte Konzentrationen von Malat, Octanoyl-Carnitin und ADP als Phosphatakzeptor ergaben
in Kombination die Fettsdure-abhingige Respiration (MOct) [123]. Durch Titration von Glutamat
wurde zusitzlich die maximale durch Komplex I unterstiitzte Respiration erreicht (GMOct).
Succinat ist ein Substrat des Komplex II und in Kombination mit den vorher hinzugegebenen
Substraten war die nun erreichte Respiration nach Applikation von Succinat die maximale partiell
gekoppelte erreichbare OXPHOS Kapazitit (GMSOct). Hinzugabe von Cytochrom C dient der
Uberpriifung der Intaktheit der #uBeren Mitochondrienmembran. Bei einem Anstieg des
Sauerstoffflusses nach Zugabe von Cytochrom C um mehr als 20% wurde von einer relevanten

Schiadigung der Mitochondrienmembran ausgegangen und die Messung verworfen. Oligomycin ist
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ein Hemmstoff der ATP-Synthase und ermoglicht das Eintreten in den LEAK State 4o (siehe
1.2.3). Infolgedessen fand eine schrittweise Titration von FCCP statt, um die maximale
entkoppelte ETS Kapazitit darzustellen (1.2.3). AbschlieBend wurde Antimycin A als Hemmstoff

des Komplex III hinzugegeben, worauf eine Niherung des O:-Flux an 0 erwartet wurde.

Um die Kopplung der Atmungskette und die gewebegewichtsunabhingige mitochondriale
Funktion zu beurteilen, wurden Flux Control Ratios gebildet [36, 39]. Die Respiratory Control
Ratio (gebildet aus OXPHOS / LEAK Respiration, also State 3 / State 4,) kann als MaB fiir die
Kopplungseffizienz gesehen werden: Eine hohere Respiratory Control Ratio bedeutet, dass
verhdltnisméafig mehr Sauerstoff fiir die oxidative Phosphorylierung anstatt nur fiir die
Aufrechterhaltung des Membranpotenzials eingesetzt werden kann [124]. Die Respiratory Control
Ratio ist nach Definition immer > 1. Die LEAK Control Ratio (gebildet aus LEAK Respiration /
ETS Kapazitit, also State 4, / State 3 entkoppelt) auf der anderen Seite ist ein Mal} fiir den
Entkopplungsgrad oder die ,,Undichtigkeit* der Atmungskette und nimmt Werte zwischen 0 und 1

n [38]. SchlieBlich kann noch das P/E Verhiltnis (P/E Ratio, gebildet aus OXPHOS Kapazitét /
ETS Kapazitit) genutzt werden, um zu beurteilen, zu welchem Grad die Aktivitit der

Atmungskettenkomplexe durch die Kapazitit der ATP-Synthase limitiert wird.

Die Substrate wurden jeweils hinzugegeben, nachdem sich ein relativ konstanter Sauerstofffluss

(Plateau) nach dem vorherigen Substrat einstellte (siche Abb. 4).
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Cytochrom C
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Sauerstoffkonzentration
Antimycin A

0,-Flux (Sauerstoffverbrauch)

FCCP Titration

Zeit

Abb. 4: Schematische Darstellung einer respirometrischen Messung. In Blau ist die
Sauerstoffkonzentration (linke y-Achse) iiber der Zeit dargestellt, in Rot der O>-Flux (rechte y-
Achse) iiber der Zeit. Durch sukzessive Zugabe der verschiedenen Substrate konnen verschiedene
Respirationsstadien generiert werden. Die OXPHOS Kapazitit wurde nach Zugabe von ADP,
Malat, Octanoyl-Carnitin, Glutamate und Succinat erhoben. Zur Uberpriifung der Integritit der
dufleren Mitochondrienmembran wurde Cytochrom C hinzugegeben. Nach Hemmung der ATP-
Synthase durch Oligomycin stellte sich Respirationsstadium 4, ein. Durch Titration von Carbonyl-
Cyanid-4-(Trifluoromethoxy)-Phenylhydrazon (FCCP) wurde die Kapazitit des Elektronen-
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transferierenden Systems (ETS Kapazitit) quantifiziert. Der residuale Sauerstofffluss stellt sich
nach Zugabe von Antimycin A.
Bei den groBeren Gewebeproben (LVAD, HTX) wurden bei der respirometrischen Messung nicht
genutzte, permeabilisierte und in MiROS5 gewaschene Fasern mit Filterpapier abgetupft,
abgewogen und in fliissigem Stickstoff gekiihlt. Fiir die Langzeit-Aufbewahrung wurden sie

wieder aus diesem geborgen und bei -80°C eingefroren.

3.2.5 Messung der Citrat-Synthase-Aktivitat

Die Citrat-Synthase-Aktivitidt (CSA) wurde, wie von anderen Gruppen zuvor beschrieben [125,
126], im Verhiltnis zum Proteingehalt des Gewebes bestimmt. Eine Messung der Citrat-Synthase-
Aktivitit konnte nur bei groeren Gewebestiicken (HTX Gruppe und LVAD Gruppe) erfolgen, da
der Proteingehalt und Mitochondriengehalt hier ausreichend war, um ein valides Ergebnis zu
erhalten. Mehrere Tests zur Uberpriifung, ob sich bei der Citrat-Synthase-Aktivitits- und
Proteinbestimmung einer groBeren Probe (mind. 10mg) und einer Biopsie (0,6 bis 1,8mg), die aus
demselben Myokardstiick extrahiert wurden, identische Resultate zeigten, ergaben eine
Diskrepanz zwischen beiden Probentypen. Mdgliche Ursache ist, dass die Biopsien einer hoheren
Verdiinnung ausgesetzt wurden, da sonst eine mechanische Homogenisierung nicht moglich war.
Entsprechend wurde in der post-HTX-Gruppe keine Messung der Citrat-Synthase-Aktivitit
durchgefiihrt.

Aus der Langzeit-Aufbewahrung bei -80°C wurde das Gewebe in 1,5ml Mikroreaktionsgefifien
auf Fis gelagert und sodann mit Homogenisierungspuffer (CelLytic MT und Protease Inhibitor
Cocktail im Verhiltnis 100:1) im Verhéltnis 6:1 (pl Puffer : mg Gewebe) versetzt. AnschlieBend
wurden die Proben (weiterhin auf Eis) homogenisiert. Sodann wurden die Proben bei 12000G 15
Minuten lang zentrifugiert. Der entstehende Uberstand wurde abpipettiert und im Verhiltnis 1:10

mit Assay Buffer for CSA verdiinnt.

3.2.5.1 Messung des Proteingehalts (BCA)

Eine doppelte Standard-Verdiinnungsreihe von bovinem Serum-Albumin wurde auf einer 96-
Well-Platte vorbereitet. Die verdiinnten Proben wurden in je zwei Wells der Platte pipettiert und
wiederum mit Wasser im Verhéltnis 1:5 verdiinnt. Jedes Well wurde mit 100ul Pierce™ BCA
Protein Assay Reagent A und B (gemischt im Verhiltnis 50:1) versetzt und die ganze Platte 30
Minuten bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben wieder auf Raumtemperatur
gekiihlt. Der Proteingehalt wurde kolorimetrisch mit einem Mikroplatten-Reader (Biotek Synergy
2®, BioTek Instruments, Inc., Winooski, USA) in einer 96-Well-Platte bei 560nm Wellenlinge

gemessen.
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3.2.56.2 Messung der Citrat-Synthase-Aktivitdt (CSA)

Fiir die Messung der CSA wurde ein Assay Kit (CS0720 Citrate Synthase Assay Kit, Sigma,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland) verwendet und das Protokoll des
Herstellers befolgt. Es wurden Dreifach-Messungen aller Proben und eine dreifache Positiv-
Kontrolle mit Citrat-Synthase durchgefiihrt. Die Messungen erfolgten photospektrometrisch mit
einem Mikroplatten-Reader (Biotek Synergy 2%, BioTek Instruments, Inc., Winooski, USA) in
einer 96-Well-Platte bei 412nm Wellenldnge. Endogene Aktivitdt nach Zugabe von 2ul Acetyl-
CoA (30mM) und 2pl 5,5'-Dithiobis-2-nitrobenzoesidure (10mM) wurde von der totalen Aktivitét
nach Zugabe von 10 pl Oxalessigsdure (10mM) subtrahiert. CSA wurde als Absorption pro
Minute gemessen und angepasst an Reaktionsvolumen in den Wells der 96-Well-Platte (0,2ml),
die Verdiinnung der Originalprobe (1:10), die hinzugegebene Menge von geloster Probe (2ul) und
die optische Wegliange der 96-Well-Platte. CSA wurde pro mg Protein (siehe 3.2.5.1) angegeben.

3.2.6 Messung von oxidativem Stress aus gefrorenem Serum

Bei -80°C aufbewahrte Serumproben der Patienten wurden in Eis aufgetaut. Anschliefend wurden

zur Abschitzung von ROS im Serum zwei Methoden angewandt:

3.2.6.1 Bestimmung des gesamten Oxidations-Reduktions-Potenzials

Zur Bestimmung des statischen Gesamt-Redoxpotenzials wurden 30pul auf Eis gelagert
aufgetautes und durch einen Riittler kurzzeitig homogenisiertes Serum auf einen speziellen, aus
drei Elektroden aufgebauten Sensorstreifen pipettiert. Dieser wurde mit einem RedoxSYS®
System (AytuBioscience, Englewood, USA) verbunden, welches das entsprechende
Redoxpotenzial iiber eine, wie ein Galvanostat konfigurierte Leseeinheit bestimmte. Sobald die
Probe die Referenzelektrode fiillte und damit den elektrochemischen Kreis vervollstindigte,

begann der Testvorgang.

3.2.6.2 Messung von Thiobarbitursédure-reaktiven Substanzen (TBARS)

Je 50ul der Serumproben wurden mit 50ul 1,15% Kaliumchlorid-Losung in einem 2ml
MikroreaktionsgeféB verdiinnt. Eine Standardreihe von 1,1,3,3-Tetramethoxypropan, verdiinnt mit
1,15% Kaliumchlorid-Losung, wurde in identischen Gefdlen zu 100ul angesetzt. 50ul 8,1%
Sulfosalicylsdure und 600ul 0,8% Thiobarbitursdure wurden zur jeder Probe hinzugegeben und
alle Proben durchmischt. AnschlieBend fand eine einstiindige Inkubation bei 95°C und 1400
Umdrehungen pro Minute auf einem Thermoschiittler statt. Nachdem die Proben wieder auf
Raumtemperatur abgekiihlt waren, wurden 400ul Butanol-Pyridin-Gemisch (dieses im Verhéltnis
15:1) hinzugegeben, geriittelt und bei 20°C 10 Minuten auf 3000g zentrifugiert. 300ul der
obersten Phase wurden in neue Mikroreaktionsgefdfle abpipettiert, danach wurde die letzten

Schritte ab Zugabe von 400ul Butanol-Pyridin wiederholt. Die entstehenden 600ul Fliissigkeit
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wurden mit einer Pipette gemischt und anschlieBend eine Minute ruhen gelassen, um etwaige
Feststoffe ausfallen zu lassen. Aus jedem Mikroreaktionsgefil wurden sodann 100ul in
Triplikaten auf eine 96-Well-Platte pipettiert und Fluoreszenz bei einer Anregungswellenldnge

von 544nm und einer Emissionswellenldnge von 590nm gemessen.

Aus Wells, die nur Kaliumchlorid-Losung enthielten wurde eine Grundemission bestimmt, die
von einzelnen Messwerten der Standardreihen-Wells subtrahiert wurde. Anhand der entstehenden
Werte der Standard-Verdiinnungsreihe wurde eine Funktionsgleichung erstellt, aus der sich die

TBARS-Konzentration der Serumproben errechnet wurde.

3.2.7 Messung der myokardialen Expression von mRNA

Die Quantifizierung der myokardialen mRNA von NFKBI1 (kodiert fiir das Protein NF-kB p105
subunit, NF-xB1) und MT-CO1 (codiert fiir das Protein Cytochrome ¢ Oxidase subunit 1) wurde
fiir ausgewihlte Proben im Institut fiir kardiale Diagnostik und Therapie Berlin mittels Real-Time
Polymerase Chain Reaction anhand eines vorbeschriebenen Protokolls durchgefiihrt [127, 128].
Aufgrund der geringen Menge myokardialer DNS entsprechend der geringen Probengrofle wurde
eine Praamplifikationstechnik genutzt [129]. Die gemessene Expression wurde zur Expression

eines Housekeeping Gens, der Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 1 normalisiert.

3.2.8 Statistische Auswertung

3.2.8.1 Einteilung und Ausschluss der Patienten in der retrospektiven Analyse

Die Patienten der Studie wurden in unterschiedliche Kollektive aufgeteilt, jeweils angepasst an
die zugrundeliegende Fragestellung. Im Rahmen der 5263R Studie wurden spiter noch mehr
Probanden eingeschlossen und untersucht, als in dieser Arbeit analysiert wurden. Zwischen
September 2016 und Dezember 2018 (Ende des Analysezeitraums fiir diesen Studienteil) wurden
332 myokardiale Gewebeproben von insgesamt 80 post-HTX-Probanden, 67 LVAD-Probanden
und 40 HTX-Probanden gewonnen.

In den verschiedenen Gruppen wurden einige Patienten mehrfach untersucht. Beispielsweise
konnte ein Studienteilnehmer bei Implantation des LVADs eingeschlossen werden, dann in der
Folge eine Transplantation erhalten und wiederum anschlieBend Kontrollbiopsien post-HTX
erhalten. Bei einigen post-HTX Probanden wurden im Rahmen der Transplantatnachsorge
mehrere EMB im Studienzeitraum entnommen. Fiir die statistische Auswertung wurde eine
Selektion vorgenommen, sodass von jedem Patienten immer nur ein Messzeitpunkt in die Analyse

einging.

Nach welchen Kriterien dieser gewihlt wurde, ist fiir die beiden in dieser Arbeit untersuchten

Hauptkollektive im Folgenden separat dargelegt.
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3.2.8.1.1 Einschluss der Patienten in die Herzinsuffizienz-Analyse

Zur Untersuchung der Assoziation fortgeschrittener Herzinsuffizienz mit mitochondrialer
Respiration wurden alle zum Zeitpunkt der Auswertung untersuchten Patienten (n=177) der
Studienkohorten LVAD, HTX und post-HTX eingeschlossen. Hierbei wurden die Gruppen LVAD
und HTX zu einer ,,Fortgeschrittene Herzinsuffizienz*“-Gruppe (HI) zusammengefasst und mit den
nicht herzinsuffizienten Probanden aus post-HTX verglichen. Bei der retrospektiven Analyse der
Daten wurden Messzeitpunkte mit fehlerhaften respirometrischen Messungen und innerhalb der
post-HTX-Gruppe Messzeitpunkte mit histologischem Nachweis einer TransplantatabstoBung
(jegliche AbstoBung, die iiber ,,0R* nach den Kriterien der International Society for Heart & Lung
Transplantation hinausgeht) ausgeschlossen (Abb. 5). Sodann wurde von jedem Probanden der
erste Zeitpunkt eingeschlossen. Bei Probanden, die sowohl in der HI-, als auch in der post-HTX-
Gruppe waren, wurde jeweils der erste Studienzeitpunkt eingeschlossen, da die

Mitochondrienfunktion in post-HTX jene des Herzens des Spenders représentiert.

HI Gruppe Post-HTX Gruppe
67 LVAD Probanden 40 HTX Probanden
97 Probanden, 107 Zeitpunkte 80 Probanden, 224 Zeitpunkte
Zeitpunkte ausgeschlossen:
Fehlerhafte Respirometrie
85 Probanden, 97 Zeitpunkte 74 Probanden, 186 Zeitpunkte

Zeitpunkte ausgeschlossen:
AbstoBungsreaktion

60 Probanden, 111 Zeitpunkte

Erster Untersuchungszeitpunkt
eingeschlossen

85 Probanden, 85 Zeitpunkte 60 Probanden, 60 Zeitpunkte

Abb. 5: Systematik der Patientenselektion in der retrospektiven Evaluation der Assoziation von
Herzinsuffizienz und myokardialer mitochondrialer Funktion. HI: Herzinsuffizienz; HTX:
Herztransplantation; LVAD: Left Ventricular Assist Device.

3.2.8.1.2 Einschluss der Patienten in die Typ 2 Diabetes Mellitus-Analyse

In der retrospektiven Analyse des Einflusses von T2DM auf den myokardialen Metabolismus
wurden zusédtzlich zu den vorab festgelegten Ausschlusskriterien noch weitere festgelegt (siche
Abb. 6): (i) Patienten deren Herz von einem Spender stammte, der TIDM oder T2DM hatte. In
diesen Patienten wiirde die Zeit seit der Transplantation nicht direkt den Einfluss der diabetischen
Stoffwechsellage widerspiegeln. (ii) Patienten mit fehlgeschlagener respirometrischer Messung.

Oxygraphische Messungen wurden als fehlgeschlagen gewertet, wenn ein Anstieg des O-Fluss
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von iiber 20% nach Hinzugabe von Cytochrom c zu verzeichnen war oder fundamentale Fehler bei
der Versuchsdurchfithrung erfolgt waren (zum Beispiel Messung in fehlerhafter Pufferlésung).
(iii) Alle Patienten mit histologischen Zeichen einer TransplantatabstoBung (jegliche AbstoBung,
die iiber ,,0R*“ nach den Kriterien der International Society for Heart & Lung Transplantation
hinausgeht), denn bei diesen Patienten liegt vermutlich eine unabhingige Reduktion der
Mitochondrienfunktion vor [130]. (iv) Wenn ein Patient die Biopsie als Kontrollbiopsie bei
Zustand nach Diagnose einer AbstoBungsreaktion mit darauffolgender hochdosierter Kortison-
StoBtherapie erhalten hatte, wurde dieser Zeitpunkt wegen der potenziellen Verfilschung der
glykdmischen Parameter durch die hochdosierten Glukokortikoide nicht genutzt. (v) Wenn bei
einem Probanden nicht klar war, ob er Non-DM oder T2DM zuzuordnen war. Dies war bei
Patienten der Fall, die aus organisatorischen oder personlichen Griinden keinen OGTT
durchfithren konnten oder wollten, jedoch grenzwertige niichtern-Plasmaglukose (zwischen 100
und 125mg/dl) und HbA . (zwischen 5.7% und 6.4%) aufwiesen. Patienten mit TIDM wurden

ebenfalls ausgeschlossen.

80 Probanden, 224 Zeitpunkte

Probanden ausgeschlossen: Herz
eines Donors mit Diabetes

78 Probanden, 220 Zeitpunkte

Zeitpunkte ausgeschlossen:
Fehlerhafte Respirometrie

73 Probanden, 185 Zeitpunkte

Zeitpunkte ausgeschlossen:
TransplantatabstoBung (>0R)

58 Probanden, 108 Zeitpunkte

Zeitpunkte ausgeschlossen:
Zustand nach Kortisonstof3therapie

54 Probanden, 100 Zeitpunkte

Probanden ausgeschlossen: T1DM
oder unklarer Diabetes-Status

49 Probanden, 94 Zeitpunkte

Erster Untersuchungszeitpunkt mit
MRT (oder OGTT) eingeschlossen

49 Probanden, 49 Zeitpunkte
32 Non-DM, 17 T2DM

Insgesamt 34 MRT, 32 OGTTs

Abb. 6: Selektionsstrategie und -kriterien flir die retrospektive Analyse des Einflusses von T2DM auf
myokardiale metabolische Parameter. DM: Diabetes Mellitus; OGTT: Oraler Glukose-Toleranz-
Test; MRT: Magnetresonanztomografie; T1: Typ 1; T2: Typ 2.
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Von den restlichen Messzeitpunkten jedes Patienten wurde jeweils der erste gewéhlt, an dem
Ergebnisse zusitzlich zu erfolgreicher respirometrischer Messung auch eine kardiale MRT
durchgefiihrt wurde. Die verbleibenden Patienten wurden nach den in Abschnitt 1.3.1
beschriebenen Diagnosekriterien des T2DM, bzw. abhidngig von vorbestehender Diabetes-
Therapie in Patienten mit T2DM (T2DM, n=32) und Patienten ohne T2DM (Non-DM, n=17)

eingeteilt.

Uber die Norm erhdhte niichtern- (> 100mg/dl) oder 2-Stunden-OGTT-Plasmaglukosewerte
(>140mg/dl), werden als gestorte niichtern-Glukose und gestorte Glukosetoleranz bezeichnet
(englisch: impaired fasting glucose und impaired glucose tolerance: 1FG/IGT) [131]. Diese
Patienten wurden in dieser Arbeit Non-DM zugeordnet, da nach der Definition der American
Diabetes Association kein T2DM vorlag [44]. Um Stérungen der Glukosetoleranz und die
Insulinsensitivitit zu quantifizieren wurde bei allen Patienten, bei denen ein 3-stiindiger OGTT
durchgefiihrt wurde, die OGIS berechnet [112]. Der PREDIM wurde zusétzlich berechnet, da er
bereits in einem lokalen Kollektiv validiert wurde und eine noch bessere Abschidtzung des M-
Werts aus dem Clamp als die OGIS liefern konnte [110]. Aus niichtern-Glukose und niichtern-
Insulin wurde zusétzlich nach HOMA Index der Grad der Insulin-Resistenz bestimmt mittels der

Formel [113]:

Niichterninsulinspiegel (mU/l) * Niichternglukosespiegel (mmol/1) / 22,5

3.2.8.2 Statistische Tests

Zur statistischen Analyse der Daten wurde die Software GraphPad Prism® Version 7.03
(GraphPad Software, San Diego, USA), und IBM® SPSS® Statistics Version 24.0.0.2
(International Business Machines Corporation, Armonk, USA) verwendet. Abbildungen und
Tabellen wurden mit GraphPad Prism® Version 7.03 und mit Python 3.7.4 (Python Software
Foundation, Wilmington, USA) unter Nutzung frei verfiigbarer Softwarepakete fiir Python
(Pandas, Seaborn, TableOne) erstellt. Werte in Tabellen werden als ,,Anzahl (%)“ oder ,,Median
[Interquartilsabstand]“ angegeben. Werte in Abbildungen sind, wenn nicht anders angegeben als

Mittelwerte mit Standardfehler angegeben.

Bei Vergleichen zwischen zwei Gruppen wie zur Beurteilung des Unterschieds zwischen HI und
post-HTX wurden beziiglich der Patientencharakteristika der Chi-Quadrat-Test fiir dichotome und
Variablen und der Kruskal-Wallis-Test fiir kontinuierliche Variablen genutzt. Nicht-dichotome,

kategorische Variablen wurden in dieser Arbeit nicht erhoben.

Mitochondrien- und sidmtliche anderen ergebnisbezogenen Daten wurden nach D’Agostino-
Pearson-Test und Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung im Sinne einer Gau3schen Verteilung

bei einem Alpha von 0,05 {iberpriift. Zeigte das Ergebnis eines der Tests, dass die Annahme einer



37

Normalverteilung nicht verworfen werden sollte und die Daten in einem Histogramm eine
addquate Verteilung, wurde von einer Normalverteilung der Datenreihe ausgegangen. Bei
entsprechender Annahme einer GauB3-Verteilung wurden parametrische, andernfalls nicht-
parametrische Tests genutzt. Zur Beurteilung der Respiration verschiedener Herzkammern wurde
der linke Ventrikel als ReferenzgroBBe gewéhlt und die Respiration der anderen
Myokardlokalisationen mit diesem in einer repeated measurement Mixed-Effects-Analyse mittels
des Dunnett Tests verglichen. Bei einem Vergleich von lediglich zwei Gruppen wurden
zweiseitige t-Test angewandt, andernfalls der nicht-parametrische Mann-Whitney-U Test. Bei
Berechnung des t-Tests wurde mit dem F-Test auf Varianzgleichheit gepriift und gegebenenfalls
eine Korrektur nach Welsh vorgenommen. In Gruppenvergleichen wurden die Daten als
Mittelwerte + Standardfehler dargestellt, oder als Boxplot, wenn das Vorliegen von signifikanten
AusreiBlern bei nicht-parametrischer Verteilung dies rechtfertigte. Boxplots wurden nach der
Tukey Methode dargestellt, wonach die Léinge der Antennen auf den 1,5-fachen
Interquartilsabstand begrenzt wird [132]. Uber diese Grenzen hinausgehende Datenpunkte werden

hierbei einzeln dargestellt.

Bei Korrelationen wurden bei Annahme einer Normalverteilung Korrelationskoeffizienten nach
Pearson errechnet, gegebenenfalls wurde eine partielle Korrelation mit angegebenen
Kontrollvariablen durchgefiihrt. Andernfalls wurde nach Spearman ein
Rangkorrelationskoeffizient gebildet. In graphischen Darstellungen von Pearson-Korrelationen
wurde bei parametrischer Datenverteilung zusétzlich eine einfache lineare Regression unter
Einschluss der beiden korrelierenden Variablen durchgefithrt und eine entsprechende
Ausgleichsgerade eingefiigt. In Sensitivitdtsanalysen wurden zudem mittels linearer Regression

fiir potenzielle Confounder adjustiert.

Bei allen Tests wird ein Ergebnis von p < 0,05 als signifikant betrachtet, Ergebnisse von p < 0,1
wurden als Tendenzen gewertet. p- und r-Werte wurden in allen Abbildungen und im Text auf

zwei Nachkommastellen gerundet oder als ,,<0,01* angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Hohere Respiration von linksventrikularem
gegenuber Vorhofmyokard

Myokardiale OXPHOS Kapazitat Myokardiale ETS Kapazitat
2 200 @ 200
: s
S 150- 1T * * 3 150- T * wkx
(2] (o]
E E
< 100 < 100
o =]
£ £
e e
% 50 w50
7] 7]
=] =]
n n
3 0 T T & 0 T T T T
LV RV IVSL IVSR LA RA LV RV IVSL IVSR LA RA

Abb. 7: Vergleich der maximalen State 3 Respiration des Gewebes verschiedener kardialer Regionen.
Dargestellt sind der gekoppelte (links) und der entkoppelte (rechts) Sauerstofffluss. Mittelwerte
mit Standardfehler. n=9-11. *p<0,05, **p<0,01 im Vergleich zum LV (Dunnett-Test). ETS:
Elektronen-transferierendes System; IVSL: linksseitiges interventrikuldres Septum; IVSR:
rechtsseitiges interventrikuldres Septum; LA: Linkes Atrium; LV: Linker Ventrikel; OXPHOS
Kapazitdt: Oxidative Phosphorylierungs-Kapazitét; RA: Rechtes Atrium; RV: Rechter Ventrikel.

Im Vergleich zum Myokard des klinisch am Meisten relevanten linken Ventrikels war die
oxidative Kapazitdt im Myokard der beiden Vorhofe geringer (Abb. 7). Hierbei war der
Unterschied vom linkem Ventrikel zum rechten Atrium gréfer als zum linken Atrium. Der
Unterschied zwischen linkem Ventrikel und den Vorhoéfen zeigte sich auch in der Respiration mit
MOct, bzw. GMOct. Es zeigte sich hinsichtlich des Sauerstoffflusses in keinem Schritt des
Protokolls ein Unterschied vom Myokard des rechten Ventrikels oder des interventrikuldren

Septums zu jenem des linken Ventrikels.

Die mittels Flux Control Ratios abgeschitzte Kopplung der myokardialen Mitochondrien war in
den Ventrikeln hoher als in den Vorhofen. Es zeigte sich in beiden Atria, insbesondere im rechten
Atrium, eine niedrigere Respiratory Control Ratio und eine hohere LEAK Control Ratio im
Vergleich zu linksventrikulirem Myokard Abb. 8, was Hinweise auf einen erniedrigten
Kopplungsgrad des atrialen Myokards gibt. Beziiglich der P/E Ratio wurden keine Unterschiede
zwischen den verschiedenen Regionen ersichtlich, sodass nicht davon auszugehen ist, dass die
Limitation der oxidativen Kapazitit des atrialen Myokards primér auf die Aktivitit der ATP-

Synthase zuriickzufiihren ist, sondern eher auf die vorangeschalteten Komplexe [-1V.
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Aus gefrorenem permeabilisiertem Gewebe wurde die Citrat-Synthase-Aktivitdt aller untersuchten

Myokardregionen gemessen, um daraus Riickschliisse {iber den lokalen Mitochondriengehalt zu

ziehen. Im Gewebe des rechten Vorhofs war die Citrat-Synthase gegeniiber dem linken Ventrikel

eingeschrankt, im linken Vorhof zeigte sich eine dahingehende Tendenz (Abb. 9). Bei auf die

Citrat-Synthase-Aktivitit normalisierter myokardialer Respiration zeigten sich keine Unterschiede

mehr unterschiedlicher Myokardregionen. Wurden mittels dieser auf die Mitochondriendichte

normierten Respiration die Flux Control Ratios gebildet,

Gewebegewicht normierten Respiration identisches Bild.

Respiratory Control Ratio (AU)
N
|

0 |

1

Kopplungseffizienz

0.8

*% *%
0.6

LEAK Control Ratio (AU)

LV

RV

0.4
0.2
0.0

zeigte sich ein zur auf das

Entkopplungsgrad

* * %

T T T
IVSL IVSR LA RA L

RV IVSL IVSR LA RA

Abb. 8: Unterschiede der Kopplungseffizienz und des Entkopplungsgrades myokardialer Mitochondrien der
Vorhéfe und der Ventrikel. n=9-11. *p<0,05, **p<0,01 im Vergleich zum LV (Dunnett-Test). AU:

Arbitrary  Unit,

Citratsynthase-Aktivitat

IVSL: linksseitiges interventrikuldres Septum; IVSR: rechtsseitiges
interventrikuldres Septum; LA: Linkes Atrium; LV: Linker Ventrikel; RA: Rechtes Atrium; RV:
Rechter Ventrikel.

Citratsynthase-Aktivitat
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Abb. 9: Citrat-Synthase-Aktivitit verschiedener Myokardregionen. n=9-11. *p<0,05 im Vergleich zum LV

(Dunnett-Test).

IVSL: linksseitiges interventrikulires Septum; IVSR: rechtsseitiges
interventrikuldres Septum; LA: Linkes Atrium; LV: Linker Ventrikel, RA: Rechtes Atrium; RV:
Rechter Ventrikel.

Da EMB aus dem rechtsseitigen interventrikuldren Septum entnommen werden und hieraus

Riickschliisse auf die mitochondriale Funktion des linken Ventrikels gezogen werden sollen,

wurde tberpriift, inwieweit diese beiden Regionen korrespondieren. Wie in Abb. 10 dargestellt,
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zeigte sich eine sehr starke Korrelation zwischen den Mittelwerten des rechtsseitigen

interventrikuldren Septums und des linken Ventrikels.

Respiration in LV und IVSR

200
p<0.01

R#>0.99
150 Cytochrom ¢
Succinat
. P FCCP

.
100 Lo’
P,—%—<Glutamat
.
4 ADP
50 154 Dligomycin
Octanoy] »

Fvalat
0 @ Antimycin AI

T T 1
0 50 100 150 200
0O,-Fluss im LV (pmol/(s*mg))

0O,-Fluss im IVSR (pmol/(s*mg))

Abb. 10: Mittelwerte und Standardfehler der Respiration pro mg Gewebe des linken Ventrikels (LV) und des

rechtsseitigen interventrikuliren Septums (IVSR) nach verschiedenen applizierten Substrate.
Substrate wurde in der in 3.2.4 beschriebenen Reihenfolge eingesetzt. Es zeigte sich ein starker
linear Zusammenhang zwischen den Werten der Regionen. Regressionsgleichung: y = 0,9873*x -
0,3680. Mittelwerte mit Standardfehler. n=11. Pearson-Korrelation mit linearer
Regressionsgerade. ADP: Adenosin-Diphosphat; FCCP: Carbonylcyanid-p-Trifluoromethoxy-
phenylhydrazon; IVSR: Interventrikuldres Septum, rechtsventrikulédre Seite; LV: Linker Ventrikel,
Octanoyl: Octanoyl-Carnitin.

Assoziation der Herzinsuffizienz mit reduzierter
mitochondrialer Respiration

Beim Vergleich der Patienten in der HI-Gruppe und der post-HTX-Gruppe wurden hinsichtlich

klinischer Charakteristika erhebliche Unterschiede festgestellt (siche Tabelle 9). Neben fiir die

fortgeschrittene Herzinsuffizienz typischen Unterschiede des Laborbilds und der Medikation wies

die HI-Gruppe eine massive Einschrinkung des

Herzindex und der linksventrikuldren

Ejektionsfraktion gegeniiber post-HTX auf. Zudem wiesen innerhalb der HI-Gruppe mehr

Patienten eine pulmonale Hypertonie, eine koronare Herzerkrankung und ein Vorhofflimmern auf.

Parameter Einheit HI Post-HTX p
n 85 60
Demografie
Alter Jahre 58,0 [49,0; 65,0] 59,0 [48,8; 66,0] 0,901
Geschlecht Mannlich | 70 (82,4) 52 (86,7) 0,639
BMI kg/m? 27,0 [23,8; 31,1] 25,0 [22,5; 27,7] 0,063
Kardiale Funktion
Herzzeitvolumen I/min 3,5[3,0; 4,8] 5,3 [4,8; 6,6] <0,001
Herzindex I/min/m2 | 1,7 [1,5; 2,0] 2,9[2,4; 3,2] <0,001
LVEF % 20 [15; 20] 67 [63; 70] <0,001
Medizinische Daten
(Z.n.) Nikotinabusus 19 (32,8) 26 (44,1) 0,286
(Z.n.) Alkoholabusus 4 (6,3) 2 (3,3) 0,680
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Parameter Einheit HI Post-HTX p
COPD 11 (13,8) 5 (8,3) 0,466
Arterielle Hypertonie 36 (50,7) 27 (48,2) 0,920
Pulmonale Hypertonie 21 (27,3) 1(1,8) <0,001
(Z.n.) KHK 33 (42,3) 7(11,7) <0,001
(Z.n.) ICM 37 (44,6) 27 (45,0) 0,904
(Z.n.) DCM 43 (51,8) 31 (51,7) 0,878
T1DM 2 (2,5) 1(1,7) 1,000
T2DM 21(25,3) 19 (31,7) 0,517
Vorhofflimmern 25 (32,1) 4 (6,9) 0,001

Medikation
Insulin 13 (16,7) 11 (18,3) 0,976
Metformin 1(1,3) 3 (5,0) 0,315
GLP1-Analogon 1(1,3) 0 1,000
DPP4-Inhibitor 3(3,8) 1(1,7) 0,634
SGLT2-Inhibitor 1(1,2) 0 1,000
Protonenpumpenhemmer 69 (87,3) 45 (75,0) 0,098
Diuretika 67 (84,8) 34 (56,7) <0,001
ACE-Hemmer 31(39,2) 15 (25,0) 0,113
Calciumkanalblocker 8 (10,1) 25 (41,7) <0,001
ARB 4 (5,1) 5 (8,3) 0,500
ARNI 1(1,3) 0 1,000
Betablocker 55 (69,6) 17 (28,3) <0,001
Aldosteronantagonist 40 (50,6) 15 (25,0) 0,004
lvabradin 9 (11,4) 18 (30,0) 0,011
Herzglykosid 5(6,3) 0 0,070
Statine 57 (72,2) 54 (90,0) 0,017
Acetylsalicylsaure 60 (75,9) 54 (90,0) 0,056
Amiodaron 25 (32,1) 0 <0,001
PDE-5-Hemmer 53 (67,9) 9 (15,0) <0,001

Laborwerte
Natrium mmol/l | 138[135,5; 141,5] 141 [138,5; 143] 0,015
Kalium mmol/l | 46 [4,3; 5] 4,414,1;4,7] 0,050
Calcium mmoll | 25 [2,1; 2,4] 2,3[2,2;2,3] 0,831
Chlorid mmol/l | 99 [97,5; 104,5] 103 [100; 106,5] 0,025
GFR (CKD-EPI) ml/min | 57,4 [36,7; 73,0] 52,7 [42,5; 75,5] 0,847
Cystatin C mg/l | 1,7[1,3;2,7] 1,6 [1,3; 2,3] 0,520
Harnstoff mg/dl | 55 4[32,4; 88,5] 53,7 [38,8; 74,1] 0,995
Harnsaure mg/dl | 7 3(4,8: 9,8] 6,5[5,5; 7,8] 0,329
AST U/l 32,5[19,8; 37] 20 [15,5; 24] <0,001
ALT u/l 28 [17,8; 53,5] 16 [12; 22] <0,001
v-gT U/l 123,5[74,5;190,2]  39[22,5; 74] <0,001
Alkalische Phosphatase U/l 114,5 [73; 169] 59 [47; 78,5] <0,001
Bilirubin mg/dl | 0,8[0,6; 1,4] 0,4 [0,3; 0,6] <0,001
Cholinesterase u/l 4359 [3332; 5562] 6574 [4855; 8166] <0,001
Amylase U/l 59,5 [38,8; 90,5] 63 [40; 87] 0,942
Lipase u/l 32,5 [20,8; 49,5] 29 [18; 42] 0,133
Triglyceride mg/dl | 128 [81,5; 151] 136 [113; 214] 0,042
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Parameter Einheit HI Post-HTX p
Gesamtcholesterin mg/dl | 140[105,5; 165,5] 171 [143,5; 198] 0,001
LDL mg/dl | 78 [48,5; 98] 97 [76; 115,5] 0,001
HDL mg/dl | 39[28,5; 48] 51 [42; 60,5] <0,001
LDH U/l 252 [212,2; 335] 217 [177; 265] 0,003
Creatin-Kinase ui 46,5 [31,8; 89] 58 [29,5; 94] 0,706
Albumin mg/dl | 3356 [2846; 3681] 3813 [3412; 4180] 0,001
Ferritin ng/ml | 236 [106,5; 386] 153 [90,5; 377,5] 0,297
Eisen (2*) Hg/dl | 50 [34; 85] 76 [56; 98] 0,016
CRP mg/dl | 26[0,7; 6,5] 0,3[0,1;0,7] <0,001
TSH mUll | 26[1,2;3,9] 1,1[0,6; 1,9] 0,002
Leukozyten 1/ul 7850 [5775; 10850] 7250 [5475; 9050] 0,157
Erythrozyten Mio./ul | 36 [3,4; 4,2] 4,1[3,5; 4,7] 0,044
Hamoglobin g/dl 10,7 [10,1; 12,3] 12,1[10,4; 13,5] 0,038
Hamatokrit % 32,4 [30,1; 36,9] 35,7 [31,4; 40,1] 0,043
Thrombozyten Tsd/ul | 217,5[145,8; 295,8] 218,5 [163,2; 280,5] 0,777
Plasmaglukose mg/dl | 88 [80; 114] 88 [73; 110] 0,649
HbA«c mmol | 40 [34; 43,5] 42,5 [36,2; 49] 0,048
HbA1c % 5,8 [5,3; 6,2] 6 [5,5; 6,7] 0,058

Tabelle 9: Klinische Charakteristika der Patienten in der Herzinsuffizienz-Gruppe (HI) und der Gruppe der
Herztransplantierten  (post-HTX). Daten angegeben als Anzahl (%) oder Median
[Interquartilsabstand]. p-Werte sind fiir kontinuierliche Variablen nach Kruskal-Wallis-Test
berechnet, fiir kategorische Variablen mittels Chi-Square-Test oder nach Fisher, wenn die Zahl der
Ereignisse innerhalb einer Gruppe < 5 war. ACE: Angiotensin converting enzyme; ALT: Alanin-
Aminotransferase; ARB: Angiotensin-l1I-Rezeptorblocker; ARNI:  Angiotensin-Rezeptor-
Neprilysin-Inhibitoren; AST: Aspartat-Aminotransferase; BMI: Body mass index; COPD:
Chronisch-obstruktive Lungenerkrankung; CRP: C-reaktives Protein; DCM: Dilatative
Kardiomyopathie; DM: Diabetes Mellitus; DPP4: Dipeptidylpeptidase 4; GFR (CKD-EPI):
Glomeruldre Filtrationsrate nach Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration; y-gT:
Gamma-Glutamyl-Transferase; GLP1: Glukagon-like peptide 1; HDL: High-density lipoprotien;
HI: Herzinsuffizienz; HTX: Herztransplantation; ICM: Ischdmische Kardiomyopathie; IMPDH:
Inosinmonophosphat-Dehydrogenase; KHK: Koronare Herzerkrankung; LDH:
Laktatdehydrogenase; LDL: Low-density lipoprotein; LVEF: Linksventrikuldre Ejektionsfraktion;
PDE-5: Phosphodiesterase-5; SGLT2: Sodium dependent glucose co-transporter 2; TSH:
Thyreoidea-stimulierendes Hormon; T2DM: Typ 2 Diabetes Mellitus; Z.n.: Zustand nach.

Beim Vergleich der mitochondrialen Respiration zwischen den beiden Gruppen wurde eine
eingeschrankte OXPHOS wund ETS Kapazitit in der HI-Gruppe bei vergleichbarer
Kopplungseffizienz in den beiden Gruppen nachgewiesen (Abb. 11). Die Einschrinkung der
OXPHOS Kapazitit bestand fiir alle Substrat-Kombinationen, am schwéchsten war sie nach

Titration von Succinat (GMSOct) ausgeprdgt. Hinsichtlich Kopplungseffizienz zeigte sich
lediglich eine Tendenz zu einer hoheren Kopplungseffizienz in der HI-Gruppe (p=0,07).

Zur Weiteren Charakterisierung der Assoziation der Herzleistung und der Myokardialen
Mitochondrienfunktion wurden iiber und innerhalb beider Gruppen die Assoziation der OXPHOS
und ETS Kapazitdt mit Parametern kardialer Leistung (Herzindex) bestimmt (Abb. 12). Hohere
Herzleistung stand in einem schwachen Zusammenhang mit héherer MOct- und GMOct-

Respiration, sowie mit hoherer ETS Kapazitdt. Dieser Zusammenhang bestand {iber beide
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Gruppen, jedoch nicht innerhalb der einzelnen Gruppen. Die GMSOct OXPHOS Kapazitit und

die Flux Control Ratios zeigten dagegen keinen Zusammenhang mit der Herzleistung. Eine

Untersuchung des Zusammenhangs der linksventrikuldren Ejektionsfraktion mit mitochondrialer

Funktion des Myokards wurde aufgrund des eklatanten Gruppenunterschieds dieses Parameters

mit fehlender Uberlappung (Abb. 13) nicht durchgefiihrt.

OXPHOS Kapazitat: MOct OXPHOS Kapazitat: GMOct OXPHOS Kapazitiat: GMSOct
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Abb. 11: Eingeschrinkte Funktion myokardialer Mitochondrien bei Herzinsuffizienz. Dargestellt ist die

OXPHOS Kapazitit fiir verschiedene Substrate (A-C), die entkoppelte Respiration (D), sowie
Kopplungseffizienz (E) und Entkopplungsgrad (F). *p<0,05; **p<0,01 mit Mann-Whitney-Test.
Daten dargestellt als Boxplots nach Tukey. n=84-85 vs. 59-60. AU: Arbitrary Unit, ETS:
Elektronen-transferierendes ~ System;  G: Glutamat;  HI:  Herzinsuffizienz; HTX:
Herztransplantation; M: Malat; ns: nicht signifikant; Oct: Octanoyl-Carnitin, OXPHOS Kapazitit:
Oxidative Phosphorylierungs-Kapazitit; S: Succinat.
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OXPHOS Kapazitat: GMOct
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4.3 T2DM induziert mitochondriale Veranderungen im
ventrikularen Myokard

Aus den 49 fiir die finale Analyse eingeschlossenen, herztransplantierten Probanden wurden zwei
Gruppen nach Status des T2DM gebildet, wobei 32 Probanden keinen Diabetes (Non-DM) und 17
einen T2DM aufwiesen. Die klinischen Charakteristika dieser beiden Gruppen waren &hnlich
(Tabelle 10). An Unterschieden ist ein hoherer Body Mass Index der T2DM Gruppe zu nennen,
der auch die Spender der jeweiligen Herzen betraf. Aullerdem erhielt ein groBerer Anteil Patienten
der T2DM-Gruppe eine dauerhafte Therapie mit Betarezeptorenblockern. Entsprechend der
Gruppeneinteilung waren Glykidmie, freie Fettsduren und Parameter der Insulinresistenz in T2DM
héher und in Non-DM erhielt im Gegensatz zu T2DM kein Proband antihyperglykdme Therapie.
Beziiglich der Laborwerte lag bei T2DM ein hdherer Harnstoff, eine erhdhte Creatin-Kinase und
niedrigere Thrombozyten vor (Tabelle 10). Andere demografische, klinische und
labormedizinische Parameter waren zwischen den beiden Gruppen vergleichbar — insbesondere
waren Parameter der linksventrikuldren systolischen Funktion (Ejektionsfraktion und Herzindex)

nicht unterschiedlich.

Parameter Einheit Non-DM T2DM p
n 32 17

Demografie
Alter Jahre 60 [42,8; 66] 58 [52; 68] 0,488
Geschlecht Mannlich | 26 (81,2) 16 (94,1) 0,397
BMI kg/m? 24,6 [21,8; 26,1] 27,3 [24,5; 30,2] 0,006
Spenderalter Jahre 41 [29; 47,5] 41 [36; 55] 0,142
Spendergeschlecht Mannlich | 20 (62,5) 8 (47,1) 0,461
Spender-BMI kg/m? 24 [23; 25,9] 27,3 [26,2; 28,3] 0,003

Kardiale Funktion
Herzindex I/min/m2 | 2,7 [2,4; 3,1] 2,5[2,3; 3] 0,323
LVEF % 68,5 [63; 70] 65 [61; 67] 0,347
Herzzeitvolumen I/min 4,91[4,5; 5,7] 4,8 [4,5; 5,4] 0,772
Herzfrequenz 1/min 85,0 [77,0; 90,0] 86,0 [79,0; 88,8] 0,714
Medizinische Daten

(Z.n.) Nikotinabusus 14 (45,2) 5(31,2) 0,544
(Z.n.) Alkoholabusus 1(3,1) 0 1
COPD 2 (6,2) 1(5,9) 1
Arterielle Hypertonie 11 (40,7) 10 (58,8) 0,39
Pulmonale Hypertonie 0 1(5,9) 0,378
(Z.n.) KHK 4 (12,5) 3(17,6) 0,681
(Z.n.)ICM 10 (31,2) 9 (52,9) 0,24
(Z.n.) DCM 19 (59,4) 8 (47,1) 0,601
Vorhofflimmern 1(3,1) 2 (12,5) 0,254

Medikation
Insulin 0 7 (41,2) <0,001
Metformin 0 2(11,8 0,116
GLP1-Analogon 0 0 1
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Parameter Einheit Non-DM T2DM p
DPP4-Inhibitor 0 1(5,9) 0,347
SGLT2-Inhibitor 0 0 1
Protonenpumpenhemmer 22 (68,8) 13 (76,5) 0,743
Diuretika 17 (563,1) 11 (64,7) 0,634
ACE-Hemmer 6(18.,8) 5(29,4) 0,48
Calciumkanalblocker 13 (40,6) 8 (47,1) 0,897
ARB 4 (12,5) 2 (11,8) 1
ARNI 0 0 1
Betablocker 8 (25) 10 (58,8) 0,043
Aldosteronantagonist 7(21,9) 3(17,6) 1
Ivabradin 9(28,1) 6 (35,3) 0,847
Herzglykosid 0 0 1
Statin 29 (90,6) 16 (94,1) 1
Acetylsalicylsaure 30 (93,8) 13 (76,5) 0,164
Amiodaron 0 0 1
PDE-5-Hemmer 2(6,2) 2 (11,8) 0,602
Cyclosporin A 1(3,1) 0 1
Tacrolimus 30 (93,8) 16 (94,1) 1
Everolimus 7(21,9) 7(41,2) 0,193
IMPDH-Hemmer 25 (78,1) 10 (58,8) 0,193
Prednisolon 29 (90,6) 17 (100) 0,542

Laborwerte
Natrium mmol/l 142 [139,8; 143] 141 [138; 142] 0,197
Kalium mmol/l 4,4 [4,2; 4,6] 4,4 [4,1; 4,8] 0,776
Calcium mmol/l 2,3[2,2; 2,3] 2,3[2,1; 2,4] 0,729
Chlorid mmol/| 105 [101; 106] 104 [101; 107] 0,8
GFR (CKD-EPI) ml/min 52,4 [43,7; 76,2] 43 [34,2; 57,5] 0,065
Cystatin C mg/l 1,5[1,2; 2] 1,6 [1,6; 2,5] 0,106
Harnstoff mg/d| 45,8 [34,2; 65,6] 62,4 [53,1; 90,2] 0,013
Harnsaure mg/d| 6,9 [5,5; 8,3] 7,3 [6;9,7] 0,248
AST u/l 19,5 [16; 23,5] 22 [15; 25] 0,563
ALT u/I 16 [12; 22] 16 [12; 26] 0,721
v-gT u/I 27 [18; 52,2] 42 [27; 81] 0,067
Alkalische Phosphatase U/l 56 [41; 70] 71 [52; 87] 0,133
Bilirubin mg/d| 0,4 [0,3; 0,5] 0,5[0,4; 0,6] 0,204
Cholinesterase u/I 6525 [56323; 8091] 8100 [5806; 8766] 0,159
Amylase U/l 72,5[52,2; 93] 65 [57; 74] 0,308
Lipase u/l 29 [18,8; 42] 35 [26; 48] 0,407
Triglyceride mg/dI 127,5 [96,5; 149,8] 207 [131; 335] 0,002
Gesamtcholesterin mg/d| 169,5 [141,8; 197,5] 183 [146; 253] 0,294
LDL mg/dI 96 [80,2; 112] 117 [77; 164] 0,35
HDL mg/dI 51,5 [47,8; 61,2] 50 [33; 55] 0,192
LDH u/I 214,5[173,5; 251,2] 209 [179; 231] 0,908
Creatin-Kinase u/l 64,5 [32,8; 84,8] 93 [77; 179] 0,023
Albumin mg/dI 3967 [3590; 4236] 3884 [3448; 4172] 0,366
Ferritin ng/ml 118 [70,2; 222,2] 199 [105; 352] 0,182
Eisen (2%) pg/dl 72,5 [54,5; 93,5] 82 [75; 97] 0,141
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Parameter Einheit Non-DM T2DM p

CRP mg/dI 0,3[0,1; 0,6] 0,4 [0,2; 0,5] 0,437
TSH muU/l 11[0,6; 1,8] 1,1[0,8; 1,3] 0,592
Leukozyten 1/ul 6700 [4900; 7700] 6300 [5100; 8900] 0,682
Erythrozyten Mio./pl 4 [3,6; 4,6] 4,3[3,9; 5,1] 0,174
Hamoglobin g/dl 11,8 [10,8; 12,9] 12,5[11,2; 14,1] 0,188
Hamatokrit % 35[32,9; 38,2] 38,6 [33,9; 43,1] 0,2
Thrombozyten Tsd./ul 237 [171; 294] 163 [151; 210] 0,005
Nichtern-Glukose mg/dI 77 [71,8; 89,2] 117 [100; 144] <0,001
Hamoglobin A1c mmol 37 [35; 42] 55 [48; 61] <0,001
Hamoglobin A1c % 5,5[5,4; 6] 7,21[6,5; 7,8] <0,001
Nichtern-Insulin mU/I 7,6 [5,8; 10,3] 12,8 [8,3; 16,5] 0,018
Freie Fettsduren pumol/l 405,8 [312,9; 581,6] 696,5 [650; 954] <0,001
OGIS: Insulinsensitivitat ml/min/m?2 | 463,6 [410,1; 503,1] 288,4 [267,6; 315,9] 0,039
PREDIM: Insulinsensitivitat 1,8 [1,6; 1,9] 0,8[0,7; 1,3] 0,001
HOMA Insulinresistenz 1,4[1,1; 2] 3,4[2,4; 4,6] <0,001

Tabelle 10: Klinische Charakteristika der Probanden ohne Diabetes Mellitus (Non-DM) und jener mit T2DM
(T2DM). Daten angegeben als Anzahl (%) oder Median [Interquartilsabstand]. p-Werte sind fiir
kontinuierliche Variablen nach Kruskal-Wallis-Test berechnet, fiir kategorische Variablen mittels
Chi-Square-Test oder nach Fisher, wenn die Zahl der Ereignisse innerhalb einer Gruppe < 5 war.
ACE: Angiotensin converting enzyme; ALT: Alanin-Aminotransferase; ARB: Angiotensin-II-
Rezeptorblocker;  ARNI:  Angiotensin-Rezeptor-Neprilysin-Inhibitoren;  AST:  Aspartat-
Aminotransferase; BMI: Body mass index; COPD: Chronisch-obstruktive Lungenerkrankung;
CRP: C-reaktives Protein; DCM: Dilatative Kardiomyopathie; DM: Diabetes Mellitus; DPP4:
Dipeptidylpeptidase 4; GFR (CKD-EPI): Glomeruldre Filtrationsrate nach Chronic Kidney
Disease Epidemiology Collaboration; y-gT: Gamma-Glutamyl-Transferase; GLP1: Glukagon-like
peptide 1; HDL: High-density lipoprotien; HOMA: Homeostasis Model Assessment; 1CM:
Ischdmische Kardiomyopathie; IMPDH: Inosinmonophosphat-Dehydrogenase; KHK: Koronare
Herzerkrankung; LDH: Laktatdehydrogenase; LDL: Low-density lipoprotein, LVEF:
Linksventrikuldre — Ejektionsfraktion; OGIS: Orale Glukose-Insulin-Sensitivitit; PDE-5:
Phophodiesterase 5; PREDIM: Predicted M-value; SGLT2: Sodium dependent glucose co-
transporter 2; TSH: Thyreoidea-stimulierendes Hormon; T2DM: Typ 2 Diabetes Mellitus; Z.n.:
Zustand nach.

Die Untersuchung der allgemeinen systolischen kardialen Funktion in der kardialen MRT ergab
zwischen Non-DM und T2DM keine Unterschiede (Abb. 14 A, B). Demgegeniiber gab es bei der
diastolischen Funktion eine signifikante Einschrankung in T2DM (Abb. 14 C). Auch erhdhte T2-
Relaxationszeiten als Hinweis auf ein myokardiales Odem und Inflammation waren in T2DM

nachweisbar (Abb. 14D).
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Abb. 14: Parameter kardialer systolischer (A, B) und diastolischer Funktion (C), sowie myokardialen Odems
(D). Mittelwerte mit Standardfehler. n=19-21 vs. 11-12. *p<0,05; **p<0,01. Ungepaarte
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zweiseitige t-Tests. DM: Diabetes Mellitus; GLS: Globaler longitudinaler Strain; LVEF:

Linksventrikuldre Ejektionsfraktion; T2DM: Typ 2 Diabetes Mellitus.
Diese T2DM-assoziierten funktionellen Verdnderungen wurden auf mitochondrialer Ebene durch
eine flir alle Substratkombinationen auftretende Einschriankung der mitochondrialen oxidativen
Kapazitit und einen hoheren Entkopplungsgrad begleitet (Abb. 15 A-E). Die Respiratory Control
Ratio war in T2DM tendenziell reduziert (2,18+0,14 vs. 1,81+0,12); p=0,052). Es zeigte sich kein
Unterschied hinsichtlich P/E Ratio (p=0,54). In T2DM war auflerdem die myokardiale mRNA -
Expression von NF-kB1 erhoht (Abb. 15 F) und es lag ein erhohter systemischer oxidativer Stress
vor (Abb. 15 G, H). Die myokardiale Expression von MT-CO1 unterschied sich nicht zwischen
den Gruppen (p=0,86 und p=0,97). In riickwiartsgerichteten linearen Regressionen fiir jeden der
beschriebenen Parameter iiber beide Gruppen zeigte sich der Body Mass Index nicht als

signifikanter Pradiktor, T2DM jedoch schon.
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Abb. 15: Einschrinkung der myokardialen mitochondrialen Funktion und Effizienz (A-E), sowie erhohter
myokardialer und (oxidativer) systemischer Stress in T2DM. Mittelwerte mit Standardfehler.
n=29-32 vs. 16-19. *p<0,05; **p<0,01. Ungepaarte zweiseitige t-Tests. AU: Arbitrary Unit; DM:
Diabetes Mellitus; ETS: Elektronen-transferierendes System; G: Glutamat; M: Malat; NF-kB:
nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells; Oct: Octanoyl-Carnitin; ORP:
Oxidations-Reduktions-Potenzial; OXPHOS Kapazitit: Oxidative Phosphorylierungs-Kapazitit;

S: Succinat; T2DM: Typ 2 Diabetes Mellitus; TBARS: Thiobarbitursdure-reaktive Substanzen.
Uber die Gruppenunterschiede hinaus lag iiber beide Gruppen eine Assoziation des niichtern-
Plasmaglukosespiegels mit der myokardialen mitochondrialen Respiration (Abb. 16 A-D), wie
auch der kardialen diastolischen Funktion (Abb. 16 E) vor. Wéhrend das glykierte Himoglobin
keinen Zusammenhang mit mitochondrialen Parametern aufwies, waren hohere Spiegel mit einer
Einschriankung der kardialen diastolischen Funktion verbunden (Abb. 16 F). Adjustierung fiir den
Body Mass Index oder Betarezeptorenblocker-Therapie verdnderten die Signifikanz der
Korrelationen nicht. Niichtern-Plasmaglukose korrelierte iiber beide Gruppen zudem mit der
Expression von NF-kB1 und den globalen linksventrikuldren T2-Relaxationszeiten als Zeichen

des myokardialen Stresses und Odems (Abb. 17). Innerhalb der Non-DM-Gruppe blieb nur die
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inverse Korrelation mit diastolischer Strainrate signifikant, innerhalb der T2DM nur die

Korrelationen mit der OXPHOS Kapazitit (Abb. 17).
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Assoziation der Glykdmie (niichtern-Plasmaglukose und HbA ;) mit Parametern myokardialer

mitochondrialer Funktion (A-D) und kardialer diastolischer Funktion (E-F). DM: Diabetes
Mellitus; ETS: Elektronen-transferierendes System; G: Glutamat; HbA.: Hdmoglobin Ac; M:
Malat; Oct: Octanoyl-Carnitin, OXPHOS Kapazitit: Oxidative Phosphorylierungs-Kapazitit; S:

Succinat; T2DM: Typ 2 Diabetes Mellitus.

Die myokardiale OXPHOS und ETS Kapazitit korrelierten nicht nur invers mit der

Plasmaglukose, sondern auch positiv mit der systemischen Insulinsensitivitdt (Abb. 18). Die

Assoziationen bestanden fiir die OGIS und den PREDIM, waren jedoch bei der OGIS

ausgeprigter. Neben diesen Parametern der Insulinsensitivitit wies der HOMA -Insulinresistenz-

Index eine entsprechende inverse Korrelation mit der Mitochondrienfunktion auf. AuBerdem

korrelierte HOMA-IR invers mit der diastolischen Strainrate (Abb. 17). Die Signifikanz dieser

Beobachtungen blieb auch nach Adjustierung fiir Body Mass Index und Betarezeptorenblocker-
Therapie erhalten. In T2DM korrelierten OGIS und HOMA-IR weiterhin signifikant mit der
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OXPHOS und ETS Kapazitdt (Abb. 17). Innerhalb Non-DM zeigte HOMA-IR eine positive
Korrelation mit dem Entkopplungsgrad der myokardialen Mitochondrien (Abb. 17).

Niedrigere Insulinsensitivitdt ging dariiber hinaus mit erhohten globalen linksventrikuldren T2-
Relaxationszeiten einher (Abb. 19). Gleichzeitig bestand eine inverse Korrelation von T2-
Relaxationszeiten mit der OXPHOS Kapazitit fiir GMOct und GMSOct (Abb. 19), jedoch nicht
signifikant mit der OXPHOS Kapazitit fiir MOct und der ETS Kapazitit (p=0,08, p=0,08).
AuBlerdem korrelierte die myokardiale NF-kB1-Expression mit der OXPHOS Kapazitit mit der
Komplex-I-fokussierten Substratkombination GMOct, jedoch nicht mit OXPHOS Kapazitit oder
ETS Kapazitit mit anderen Substratkombinationen (r=-0,33; p=0,03). Ein hoéherer niichtern-
Insulinspiegel als weiteres Korrelat einer Insulinresistenz stand im Zusammenhang mit der
eingeschriankten myokardialen systolischen Deformationsfihigkeit, die {iber globalen

longitudinalen Strain quantifiziert wurde (Abb. 17).

Da Probanden aus T2DM einen hoheren Anteil an Patienten mit Betarezeptorenblocker-Therapie
und einen hdéheren Body Mass Index aufwiesen, wurden entsprechende Sensitivitdtsanalysen
durchgefiihrt, um einen moglichen Einfluss auf die Ergebnisse dieser Arbeit durch diese Variablen
zu untersuchen. Uber beide Gruppen wurden hinweg Patienten mit und ohne
Betarezeptorenblocker-Therapie  hinsichtlich  der primdr untersuchten  metabolischen
Zielparameter verglichen (Abb. 20). Die LEAK Control Ratio als Zeichen der Entkopplung der
Atmungskette war in T2DM erhoht. Bei OXPHOS Kapazitit, ETS Kapazitit, Respiratory Control
Ratio, Expression von NF-«kB1, TBARS und Redoxpotenzial zeigten sich keine Unterschiede.
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Abb. 17: Korrelationsmatrizen fiir Assoziationen von Determinanten diabetischer Stoffwechsellage und
metabolischen und funktionellen kardialen Zielparametern. iiber beide und innerhalb der einzelnen
untersuchten Gruppen. In den einzelnen Zellen sind die jeweiligen Spearman rho Koeffizienten der
Korrelationen angegeben. Die Anzahl der Beobachtungen variiert zwischen und innerhalb der
Subgruppen, insbesondere, weil in der T2DM-Gruppe nur 5 orale Glukosetoleranztests
durchgefiihrt wurden: Beide Gruppen: n=18-49; Non-DM: n=16-32; T2DM: n=3-17. *p<0,05.
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N/A: not applicable (Anzahl Messungen ist nicht ausreichend fiir Test). Diast.: Diastolisch; DM:
Diabetes Mellitus; ETS: Elektronen-transferierendes System; FFS: Freie Fettsduren; G: Glutamat;
GLS: Globaler longitudinaler Strain; HbAlc: Himoglobin Aic; HOMA-IR: Homeostasis Model
Assessment Insulin  Resistance, LCR: LEAK Control Ratio; LVEF: Linksventrikuldre
Ejektionsfraktion; M: Malat; NFKB1: nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-
cells subunit 1; Oct: Octanoyl-Carnitin; OGIS: Orale Glukose-Insulin-Sensitivitit; ORP:
Oxidations-Reduktions-Potenzial; OXPHOS Kapazitit: Oxidative Phosphorylierungs-Kapazitit;
PREDIM: Predicted M-value; RCR: Respiratory Control Ratio; S: Succinat; T2: Globale
linksventrikuldre T2-Relaxationszeiten; T2DM: Typ 2 Diabetes Mellitus; TBARS:
Thiobarbiturséure-reaktive Substanzen.

Auch die Herzfrequenz war bei Patienten mit und ohne Betablocker-Therapie nicht

unterschiedlich (87,1£2,5 vs. 83,242,2; p=0,26). Der Body Mass Index korrelierte univariat invers
mit der OXPHOS Kapazitit von GMOct und GMSOct (r=-0,29; p=0,04 und r=0,31; p=0,03). In

bivariaten linearen Regressionsanalysen mit anderen identifizierten Prédiktoren fiir die OXPHOS

Kapazitit von GMOct und GMSOct wie niichtern-Plasmaglukose oder OGIS war der Body Mass
Index fiir die OXPHOS Kapazitit jedoch kein signifikanter Pradiktor mehr (Fiir GMOct: Glukose:
p=0,03; Body Mass Index: p=0,25. OGIS: p=0,02; Body Mass Index: p=0,61. Fiir GMSOct:
Glukose: p=0,04; Body Mass Index: p=0,24. OGIS: p=0,01; Body Mass Index: p=0,55.). Der Body

Mass Index zeigte weiterhin keine Assoziation zu den Zielgroen ETS Kapazitit, LEAK Control

Ratio, Respiratory Control Ratio, Expression von NF-kB1, TBARS und Redoxpotenzial.
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Abb. 18: Assoziation der systemischen Insulinsensitivitit mit myokardialer mitochondrialer oxidativer

Kapazitit. Pearson-Korrelationen mit linearer Regressionsgerade. n=22 vs 5. DM: Diabetes
Mellitus; ETS: Elektronen-transferierendes System; G: Glutamat; M: Malat; Oct: Octanoyl-
Carnitin; OGIS: Orale Glukose-Insulin-Sensitivitdt; OXPHOS Kapazitit: Oxidative
Phosphorylierungs-Kapazitit; PREDIM: Predicted M-value; S: Succinat; T2DM: Typ 2 Diabetes
Mellitus.
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ETS: Elektronen-transferierendes System; G: Glutamat; M: Malat; NF-xB: nuclear factor 'kappa-
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Potenzial; OXPHOS Kapazitit: Oxidative Phosphorylierungs-Kapazitit; S: Succinat; TBARS:
Thiobarbiturséure-reaktive Substanzen.
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5 Diskussion

Entsprechend der Ausgangshypothesen kdnnen anhand der in dieser Arbeit vorgestellten Daten

folgende Aussagen getroffen werden:

1. Linksventrikuldres Myokard unterscheidet sich durch héhere OXPHOS Kapazitit, ETS
Kapazitit, mitochondriale Kopplungseffizienz und CSA von Gewebe des linken und
rechten Vorhofs, jedoch besteht hinsichtlich dieser Parameter kein Unterschied gegeniiber

dem rechten Ventrikel oder dem interventrikuldren Septum.

2. In ventrikuldrem Myokard ist die mitochondriale Respiration bei Herzinsuffizienz massiv

reduziert. Es zeigt sich jedoch keine reduzierte Kopplungseffizienz der Atmungskette.

3. T2DM induziert auch unabhingig von vaskuldren Vorerkrankungen in ventrikuldrem
Myokard eine Reduktion der mitochondrialen oxidativen Kapazitit. Diese Verdnderungen
stehen in Zusammenhang mit Hyperglykdmie und Insulinresistenz und werden von einer
diastolischen Relaxationsstdrung, myokardialer Inflammation und erh6htem systemischen

oxidativen Stress begleitet.

5.1 Metabolische Charakteristika verschiedener
Myokardregionen

5.1.1 Eigenschaften atrialen und ventrikularen Myokards

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Myokard des linken Ventrikels gegeniiber Myokard beider
Vorhofe eine reduzierte OXPHOS Kapazitit, ETS Kapazitit, mitochondriale Kopplungseffizienz
und Citrat-Synthase-Aktivitdt aufweist. Metabolische Unterschiede zwischen ventrikuldrem und
atrialem Myokard wurden bereits in mehreren Studien nachgewiesen. Diese Differenzen wiesen
jedoch je nach Studie unterschiedliche Charakteristika und Auspragungen auf. Sowohl in murinen
als auch humanen Herzen bestehen Unterschiede zwischen den Ventrikeln und dem
Vorhofgewebe auf transkriptioneller Ebene [105, 133]. Entsprechend sind Enzymkonzentrationen
und -aktivititen Vorhof- und Ventrikel-spezifisch, was letztlich in physiologischen Unterschieden

dieser Regionen (beispielsweise hinsichtlich des Aktionspotenzials) miindet [133, 134].

Speziell im Hinblick auf myokardiale Respiration existieren humane Daten, die unsere Ergebnisse
unterstiitzen. Lemieux et al. zeigten in chronisch insuffizienten Herzen fiir verschiedene
Substratkombinationen hoéheren Sauerstofffluss in rechtem und linkem Ventrikel gegeniiber
Vorhofgewebe [40]. Krajéova et al. konnten in von Organspendern gewonnenen

Myokardhomogenaten eine erhohte oxidative Kapazitdt im Ventrikel nachweisen [135].
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Unklar bleibt, inwieweit die Unterschiede zwischen den Ventrikeln und Vorhéfen auf die
Mitochondriendichte zuriickzufiihren sind. Die Citrat-Synthase-Aktivitét ist ein etablierter Marker
des Mitochondriengehalts im Skelettmuskel und wird auch in Myokard genutzt [101, 135-137]. In
unseren Daten zeigte sich bei Normalisierung der oxidativen Kapazitit auf Citrat-Synthase-
Aktivitit kein Unterschied der Myokardregionen. Ahnliche Ergebnisse berichteten Krajéova et al.
bei der Untersuchung von Organspendern [135]. Unsere Ergebnisse sprechen aufgrund der Flux
Control Ratios eher gegen eine ausschlieflich auf erhohter Mitochondriendichte basierende
hohere Respiration der Ventrikel. Sie zeigten in unseren Daten eine hdhere Kopplungseffizienz
und einen niedrigeren Entkopplungsgrad der ventrikuldren Mitochondrien. Krajéova et al. wiesen
in Myokardhomogenaten aus Vorhdfen und Ventrikeln dagegen keine Unterschiede der Flux
Control Ratios nach [135]. Diese Gruppe kombinierte fiir den Vergleich der Myokardregionen
Myokard von insuffizienten explantierten Herzen mit Myokard von Organspendern.
Moglicherweise liegen die Unterschiede der mitochondrialen Effizienz also auch erst bei
Herzinsuffizienz auf. Lemieux et al. konnten in einem vergleichbaren experimentellen Aufbau
keinen Unterschied hinsichtlich der Flux Control Ratios zwischen atrialem und ventrikuldren
Gewebe feststellen, dies jedoch bei lediglich drei untersuchten Herzen, wodurch die
Generalisierbarkeit dieser Ergebnisse unklar ist. Unsere respirometrische Analyse der

myokardialen Regionen weist mit 11 Herzen eine deutlich groBere Stichprobengrofie auf.

5.1.2 Ventrikulare regionale metabolische Unterschiede

Ob eine Differenz der mitochondrialen Respiration des rechten gegeniiber jener des linken
Ventrikels besteht, konnte durch bisherige Literatur nicht eindeutig beantwortet werden. Wahrend
die Ergebnisse unserer Kohorte keine Unterschiede der beiden Ventrikel aufzeigen, was sich mit
einigen Studien deckt [138, 139], stellten Lemieux et al. einen eben solchen Unterschied fest [40].
Eine potenzielle Ursache konnte darin bestehen, dass die vorliegenden Studien die verschiedenen
Myokardlokalisation nur anhand explantierter Herzen vergleichen konnten, die schwere
Herzinsuffizienz unterschiedlichster Genese aufwiesen. So ist moglich, dass spezifische
Pathologien dieser Herzen (zum Beispiel eine schwere pulmonale Hypertonie oder Vitien) einen
eher univentrikuldren Einfluss auf die oxidative Kapazitit des Myokards ausiiben. So konnten
Nascimben et al. in gesunden Spenderherzen in beiden Vorhéfen und Kammern dhnliche Citrat-
Synthase-Aktivitit feststellen, in insuffizienten Herzen lag jedoch atrial eine niedrigere Citrat-
Synthase-Aktivitit vor als ventrikuldr [140]. Alle genannten Studien stimmen jedoch insofern mit
unseren Ergebnissen iiberein, dass rechts- und linksventrikulires Gewebe eher miteinander

vergleichbar sind als linksventrikuldres und atriales Gewebe.

Wihrend die meisten Studien Myokard entweder aus der rechtsventrikuldiren und/oder der

linksventrikuldren lateralen Wand entnahmen, bezogen Sharov et al. auch das interventrikulédre
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Septum in den Vergleich mit ein. Ihre Daten offenbarten keine Unterschiede bei Respiration oder
Respiratory Control Ratio in permeabilisierten Fasern beider Ventrikel gegeniiber dem
interventrikuldren Septum [138]. Unsere Ergebnisse unterstiitzen und ergénzen diese Daten, da
wir erstmalig separat Myokard des rechtsseitigen und linksseitigen interventrikuldren Septums
respirometrisch untersuchten. Beide Seiten des Septums zeigten eine mit den linksventrikuldren
Daten vergleichbare OXPHOS Kapazitit, ETS Kapazitit, Kopplungseffizienz und Citrat-
Synthase-Aktivitdt. Es bestand eine nahezu lineare Korrelation der mittleren Respiration zwischen

linkem Ventrikel und rechtsseitigem interventrikuldrem Septum.

5.1.3 Akquise von Humanmyokard fur klinische Studien

Eine eklatante Erschwernis fiir die Analyse mitochondrialer Funktion des humanen Myokards
iiber Respirometrie stellt die Gewebeakquisition dar [93]. Bisher griff die Forschung primér auf
Gewebeproben aus explantierten insuffizienten Herzen [40, 138], post-mortem entnommene
Gewebeproben [141] oder Gewebe zuriick, welches wihrend kardiochirurgischen Operationen
entnommen wurde [40, 100-103, 137, 139]. Ein Nachteil dieser Probengewinnung ist die
deutliche Einschrinkung des Patientenkollektivs, welches meist aus multipel vorerkrankten
Patienten besteht und so eine potenzielle Verzerrung der Ergebnisse durch Komorbidititen
moglich ist. Eine Alternative war die Probenentnahme an Herzen von Organspendern [40, 135,
142, 143], wobei hier wiederum der Nachteil darin besteht, dass Spender typischerweise nicht
frithzeitig identifiziert und in Studien eingeschlossen werden konnen, sodass die

Charakterisierung dieser Patienten erschwert ist.

In eigenen Vorarbeiten konnte die Katheter-gesteuerte EMB als Option zur Akquise humaner
Myokardproben fiir die Respirometrie etabliert werden [106]. Entscheidende Vorteile hierbei sind,
dass ventrikuldres Myokard wuntersucht und dadurch das potenziell untersuchbare
Patientenkollektiv erheblich vergroBert werden kann. So kdnnen Populationen, die EMBs aus
klinisch-diagnostischen Griinden erhalten, eine zusétzliche mitochondriale Diagnostik erhalten.
Konkret umfassen diese Populationen beispielsweise Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie
bei Ausschluss von koronarer Herzerkrankung, Klappenerkrankungen und hypertensiver
Kardiomyopathie, Patienten mit Verdacht auf eine Myokarditis, Patienten mit Verdacht auf
bestimmte Kardiomyopathien (zum Beispiel Anthrazyklin-Kardiomyopathie oder restriktive
Kardiomyopathie) oder Patienten nach Herztransplantation, die EMBs zur Abkldrung einer
TransplantatabstoBung erhalten [144]. Die Entnahme aus dem interventrikuldren Septum
gegeniiber einer Entnahme aus der lateralen Wand birgt hierbei ein geringeres Risiko der
Entstehung einer Perikardtamponade, einer potenziell letalen Komplikation der EMB [144].

Unsere Daten weisen darauf hin, dass das Myokard des interventrikuldren Septums hinsichtlich
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der respirometrischen Funktion mit jener der linksventrikuldren Wand vergleichbar ist (siehe

5.1.2).

5.1.4 Limitationen

Eine potenzielle Limitation dieser Daten besteht darin, dass ein moglicher Unterschied zwischen
epikardialen und endokardialen Anteilen der lateralen Ventrikelwénde nicht beleuchtet wurde.
Durch Katheter-gesteuerte EMB ist nur eine endokardiale Probenentnahme méglich. Sharov et al.
zeigten, dass das epikardiale Drittel der lateralen linksventrikuliren Wand hoéhere OXPHOS
Kapazitit als das endokardiale Drittel aufwies [138]. Sie fanden jedoch keine Hinweise fiir
Unterschiede zwischen Epi- und Endokard hinsichtlich der Kopplungseffizienz. Ob der genannte
Unterschied physiologisch besteht oder eine Folge chronischer Herzinsuffizienz ist, kann nur

durch weitere Studien gekladrt werden.

Des Weiteren wurden in dieser Arbeit keine Mitochondrien isoliert, da im Prozess der Isolierung
typischerweise ein eklatanter Anteil der Mitochondrien verloren geht [38, 145]. Moglicherweise
findet im Isolationsvorgang auch eine kiinstliche Selektion von widerstandfédhigeren
Mitochondrien statt, was FErgebnisse potenziell beeinflussen kann [38]. Die Evaluation
ausschlieBlich intrinsisch-mitochondrialer Funktion, die durch Isolierung ermdglicht wird, kann

dafiir in permeabilisierten Fasern nur mittels Flux Control Ratios abgeschétzt werden [36].

5.2 Reduzierter myokardialer Sauerstoffverbrauch bei
Herzinsuffizienz

5.2.1 Charakteristika der Kohorten

In dieser Arbeit wurde die ventrikuldre mitochondriale Funktion von chronisch Herzinsuffizienten
mit jener von kardial asymptomatischen Herztransplantierten, die als Kontrollgruppe dienten,
verglichen. Die beiden Gruppen unterschieden sich insbesondere in Markern kardialer Funktion,
jedoch auch in anderen typischerweise bei Herzinsuffizienz vorliegenden Begleiterscheinungen
wie koronarer Herzerkrankung, Vorhofflimmern und der Dauertherapie wie Diuretika,
Phosphodiesterase-5-Hemmer oder Aldosteronantagonisten. Hinsichtlich der Laborparameter wies
die Gruppe der chronisch Herzinsuffizienten gegeniiber der Kontrollgruppe Zeichen der
Leberschidigung (erhdhte Transaminasen) und eingeschriankter Lebersyntheseleistung (Albumin
und Cholinesterase) auf. Dies konnten Hinweise auf das Vorliegen einer Rechtsherzinsuffizienz
mit Stauungshepatitis sein [58]. AuBlerdem lagen bei Herzinsuffizienz eine Andmie und ein
hoherer Spiegel des C-reaktiven Proteins vor. Zusammengefasst entspricht diese Konstellation in

der HI-Gruppe typischen bei Herzinsuffizienz vorliegenden Befunden [1, 6]. Der
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Gruppenunterschied dieser Parameter spricht somit fiir die Eignung der post-HTX-Gruppe als

Kontrolle.

Dariiber hinaus wiesen Patienten in der Kontrollgruppe erhohte Triglycerid-Konzentrationen,
sowie eine Dyslipiddmie auf. Dies konnte durch die immunsuppressive Therapie bedingt sein, die
alle Herztransplantierten erhielten und die die dauerhafte Gabe von Prednisolon in Dosen bis
10mg pro Tag, beinhaltete. Eine Dyslipiddmie ist eine typische Nebenwirkung einer

Glukokortikoid-Dauertherapie [146, 147].

5.2.2 Mitochondriale Funktion bei Herzinsuffizienz

Die in ventrikuldrem Gewebe gemessene OXPHOS und ETS Kapazitit war bei Herzinsuffizienten
gegeniiber Herztransplantierten ohne zelluldre oder humorale AbstoBung substratabhéngig um 15
bis 18% reduziert. Diese Ergebnisse bestdtigen Untersuchungen anderer Gruppen, die bei
Menschen mit chronischer Herzinsuffizienz eine gestdrte myokardiale Mitochondrienfunktion
beschrieben [33, 40, 138, 141-143, 148]. Stride et al. beschrieben beispielsweise eine um 40%
reduzierte mitochondriale Respiration in ventrikulirem Gewebe bei Herzinsuffizienz [148]. In der
Arbeit von Stride et al. wurden Menschen, die eine LVAD-Operation oder eine Klappenoperation
erhielten, untersucht. Die Kontrollgruppe wurde definiert als diejenigen Studienteilnehmer, die
eine linksventrikuldre Ejektionsfraktion iiber 45% aufwiesen. Da jedoch alle Kontrollprobanden
operationsbediirftige Vitien aufwiesen, bleibt trotz erhaltener Ejektionsfraktion unklar, ob bei

ihnen nicht auch eine Herzinsuffizienz vorlag [1].

Hier fillt eine generelle Schwierigkeit bei der Analyse des Zusammenhangs von Herzinsuffizienz
und humaner Mitochondrienfunktion auf: Eine gesunde Kontrollgruppe zu finden, mit der
herzinsuffiziente Probanden verglichen werden konnen. Dem wiederum liegt die fiir die
Respirometrie zwingende Notwendigkeit zugrunde, Myokard aus dem vitalen Herzen zu
extrahieren und moglichst unverziiglich der Messung zuzufithren [149], was allein fir
Studienzwecke fiir gesunde Probanden aus der Allgemeinbevdlkerung ein unverhéltnisméBig
hohes und mit heutigen Methoden ethisch nicht vertretbares Risiko darstellen wiirde. Die Stérke
dieser Arbeit liegt in der Gruppengrofe sowohl der Herzinsuffizienz-, als auch der Kontrollgruppe
und ihrer Zusammensetzung. Durch die Etablierung der Messung mitochondrialer Respiration an
EMB in eigenen Vorarbeiten [106] wurden herztransplantierte Menschen als mdgliches Kollektiv
fir respirometrische Messungen erschlossen (siehe 5.1.3). Wenngleich Herztransplantierte
dauerhaft einige kardial wirksame Medikamente und eine kombinierte Immunsuppression
erhalten, entsprechen Sie doch eher einer kardial gesunden Population als Patienten, welche einer

kardiochirurgischen Operation bediirfen [150].
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Uber den Gruppenunterschied hinaus ergab sich in unserer Kohorte eine positive Korrelation des
Herzindex mit der myokardialen oxidativen Kapazitit. Diese war insbesondere prisent fiir
Substrate des Elektronen-transferierenden Flavoprotein-Komplexes (Octanoyl-Carnitin) und des
Komplex I (Glutamat), jedoch nicht fiir Succinat als Substrat des Komplex II. Dass GMSOct im
Vergleich mit anderen Substraten auch beim direkten Gruppenvergleich eine geringeren
Unterschied bei der OXPHOS Kapazitit aufwies, ldsst vermuten, dass die bei Herzinsuffizienz
vorliegende Einschrinkung der Mitochondrienfunktion primér Komplex I betrifft und durch
Komplex II partiell kompensiert werden kann. Insbesondere die Einschrinkung der Fettsdure-
Oxidation entspricht der bei Herzinsuffizienz beschriebene Substrat-Verschiebung von Fettsduren
zu Glukose als bevorzugtes Substrat [31]. Allerdings erlaubt das kombinierte Protokoll, dass in

dieser Arbeit angewandt wurde, keine abschlieBenden Komplex-spezifischen Aussagen.

Die iiber Respiratory Control Ratio und LEAK Control Ratio bestimmte Kopplungseffizienz der
myokardialen Mitochondrien zeigte in unserer Kohorte keine Verdnderung bei Herzinsuffizienz.
Diese Daten widersprechen Ergebnissen von Sharov et al. und Lemieux et al. die liber Flux
Control Ratios eine Reduktion der myokardialen mitochondrialen Effizienz beschrieben [40, 138],
entsprechen jedoch den Ergebnissen von Stride et al. [148]. Die hier gezeigten Daten und jene von
Stride et al. beinhalten deutlich groBere Kohorten, weshalb vorerst kein Hinweis auf einen
intrinsischen Defekt der mitochondrialen oxidativen Phosphorylierung bei Herzinsuffizienz

vorliegt, sondern eher auf einen quantitativen Mangel kardialer Mitochondrien.

5.2.3 Limitationen

Bei der Interpretation dieser respirometrischen Untersuchungsergebnisse stellt die
Mitochondriendichte des Gewebes eine Schwierigkeit dar. Verschiedene Gruppen versuchten
diese iiber die Citrat-Synthase-Aktivitdt zu ermitteln. Einige konnten keinen signifikanten
Unterschied zwischen herzinsuffizienten und gesunden Patienten ermitteln [140, 148], bei anderen
war die Citrat-Synthase-Aktivitdt bei Herzinsuffizienz reduziert [141]. Die Citrat-Synthase-
Aktivitit ist allerdings als Marker der Mitochondriendichte im Herzen weniger gut etabliert als im
Skelettmuskel [40, 136], sodass eine definitive Bestimmung der Mitochondriendichte iiber CSA
nicht gewéhrleistet ist. Zudem ist die Messung der Citrat-Synthase-Aktivitit an Myokardproben
von nur 1mg Feuchtgewicht nicht etabliert. In eigenen Versuchen ist es uns nicht gelungen, bei
Nutzung eines Standardkits (Citrate Synthase Activity Assay Kit, Sigma Aldrich, St. Louis, USA)
reproduzierbare Citrat-Synthase-Aktivitits-Werte aus Proben dieser Grofle zu messen, sodass sie

in dieser Arbeit nur in der Herzinsuffizienz-Gruppe hétten bestimmt werden konnen.

Eine von der Mitochondriendichte unabhéngige Moglichkeit stellt die Bestimmung von Flux
Control Ratios dar. Die Flux Control Ratios waren jedoch in beiden Gruppen nicht

unterschiedlich, sodass hierdurch kein Indiz fiir eine qualitative Storung der
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Mitochondrienfunktion erbracht wurde. Mit den hier vorgestellten Daten kann demnach nicht
eindeutig bestimmt werden, ob und in welchem Ausmall der reduzierte Sauerstoffverbrauch des
Myokards bei Herzinsuffizienz durch eine Reduktion der myokardialen Mitochondriendichte bei
Herzinsuffizienz erkldrbar ist. Entsprechend sind weitere Untersuchungen notwendig, um die

Rolle der Mitochondriendichte hierbei zu klaren.

5.3 Metabolische Charakteristika des humanen
Myokards bei T2DM

5.3.1 Vergleichbarkeit der Probanden mit und ohne T2DM

In der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Analyse des myokardialen Stoffwechsels bei
T2DM zeigten die Gruppen aus Patienten mit und ohne T2DM wenig Unterschiede hinsichtlich
klinischer und demografischer Charakteristika. Der in der T2DM-Gruppe hohere Body Mass Index
entsprach dem héufig bei T2DM vorliegenden Phénotyp, der letztendlich in der Pathophysiologie
begriindet ist [52, 151]. Ein weiterer Unterschied der Gruppen bestand darin, dass Patienten in
T2DM hiufiger eine Betarezeptorenblocker-Dauertherapie erhielten, weshalb mehrere
Sensitivitdtsanalysen in dieser Arbeit durchgefithrt wurden, um die Wahrscheinlichkeit eines
Einflusses dieses Gruppenunterschieds auf unsere Ergebnisse abzuschétzen (vergleiche 5.3.3). Die
Patientengruppen waren hinsichtlich anderer demografischer, kardialer, klinischer Parameter und
Medikation sonst gut vergleichbar. In Serum- und Plasmaanalysen zeigte sich in T2DM fiiber die
fir T2DM typischen metabolischen Verdnderungen (erhohte Plasmaglukose, erhohte freie
Fettsduren, niedrige Insulinsensitivitit) ein erhohter Harnstoff, eine hohere Kreatin-Kinase und
niedrigere Thrombozytenzahl. Da die Verdnderungen sich in einem physiologischen Rahmen

bewegten, stuften wir die pathophysiologische Relevanz dieser Einzelbefunde als eher gering ein.

5.3.2 Funktionelle Veranderungen des diabetischen Myokards

Die beiden untersuchten Gruppen wiesen eine exzellente Vergleichbarkeit hinsichtlich klassischer
kardialer Funktionsparameter auf — so waren mittlere linksventrikuldre Ejektionsfraktion,
Herzzeitvolumen und Herzindex in beiden Gruppen nahezu identisch. Dariliber hinaus war der
globale longitudinale Strain in beiden Gruppen nicht unterschiedlich, es zeigte sich jedoch eine
Assoziation mit dem niichtern-Insulinspiegel als Marker einer systemischen Insulinresistenz. Der
globale longitudinale Strain ist ein immer etablierteres Werkzeug zur Quantifizierung primér der
systolischen linksventrikuldren Funktion und Deformierbarkeit {iber die Ejektionsfraktion hinaus
[152]. Er ist iiber die Echokardiografie oder die kardiale MRT bestimmbar [117, 152]. Der Strain
bietet zusatzlich wichtige prognostische Informationen hinsichtlich Mortalitdt und unerwiinschten
kardialen Ereignissen [153, 154]. Ob der globale longitudinale Strain bei Menschen mit und ohne

Diabetes grundséitzlich unterschiedlich ist, kann aus der vorhandenen Studienlage nicht eindeutig
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eruiert werden, da einige Studien einen solchen feststellten [155-159] und andere Studien nicht
[160]. Ein moglicher Einflussfaktor ist der Zeitpunkt der Diagnosestellung des T2DM, welchem
typischerweise bereits eine mehrjdhrige Phase der Insulinresistenz und reduzierten
Glukosetoleranz vorausgeht [60]. Diese Phase mag von Studie zu Studie variiert haben. Aus
Tierstudien geht hervor, dass in der Frithphase einer diabetischen Kardiomyopathie bereits eine

diastolische Funktionsstdrung vor einer systolischen Funktionsstérung nachweisbar ist [161].

In unserer Kohorte war bei Menschen mit T2DM eine niedrigere diastolische Strainrate als frither
Marker einer diastolischen Dysfunktion nachweisbar. Dies spricht dafiir, dass die T2DM-Gruppe
in dieser Arbeit den aus Tiermodellen und vorherigen Studien bekannten Phénotyp der
diabetischen Kardiomyopathie repriasentiert — eine echer asymptomatische linksventrikuldre
diastolische Funktionsstorung bei erhaltener linksventrikuldrer systolischer Funktion. Eine bei
T2DM reduzierte diastolische Strainrate konnte bereits in anderen Studien gezeigt werden [156,

158, 162—-165].

5.3.3 Reduktion myokardialer oxidativer Kapazitat in T2DM

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit konnte erstmalig in ventrikulirem Myokard von
Menschen mit T2DM, die zudem keine operationsbediirftigen kardialen Komorbidititen
aufwiesen, eine mitochondriale Respirationseinschrinkung gegeniiber Menschen ohne Diabetes
gezeigt werden: Die OXPHOS Kapazitdt war in T2DM fir alle Substratkombinationen um 22-
27% reduziert, insbesondere zeigte sich ein signifikanter Gruppenunterschied bei Komplex-I-

assoziierter Respiration (GMOct).

Wenngleich einer kardialen Mitochondrien-Dysfunktion bei der Pathogenese T2DM-assoziierter
Herzinsuffizienz in den letzten Jahren eine immer zentralere Rolle zugesprochen wird [87, 166,
167], liegen nur wenige humane Studien vor, die die Mitochondrienfunktion des Myokards bei
T2DM respirometrisch untersucht haben [100—104, 168]. Eine Gemeinsamkeit dieser Studien ist,
dass sie Patienten untersuchten, die einer koronaren Bypass-Operation unterzogen wurden, in
deren Verlauf Myokard fiir die respirometrische Untersuchung entnommen wurde. Wie bereits in
1.4.2 beschrieben, ist die koronare Herzerkrankung selbst mit einer deutlichen Einschrinkung der
myokardialen oxidativen Kapazitit assoziiert [102, 107-109, 169]. Entsprechend ist die
Trennschirfe der Folgen des T2DM, Hyperglykdmie und Insulinresistenz gegeniiber jenen der
koronaren Herzerkrankung und vaskuldren Schéden eingeschrinkt. Zudem untersuchte bisher nur
eine der genannten Studien ventrikuldres Myokard, wéhrend die anderen auf Vorhofmyokard
zuriickgriffen, dessen metabolische Eigenschaften nicht direkt auf das ventrikulire Myokard
iibertragbar sind (siehe 1.4.2). Dariiber hinaus zeigen die Ergebnisse dieser (siehe 5.2), wie auch
anderer Studien [27, 142, 148, 170] eine Einschrinkung der mitochondrialen Funktion bei

Herzinsuffizienz. Die bisherigen Studien bemiihten sich, um den Einfluss von T2DM auf den
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myokardialen Metabolismus zu betrachten, keine Menschen mit Herzinsuffizienz einzuschlief3en,
indem sie eine gewisse Grenze der Ejektionsfraktion festlegten (zum Beispiel 50% [101, 103]).
Wie in Abschnitt 1.1.1 dargestellt, kann bei erhaltener linksventrikuldrer Ejektionsfraktion
dennoch eine Herzinsuffizienz vorliegen, die Ergebnisse also dennoch durch diese verzerrt sein.
Entsprechend liegt das Novum unserer Arbeit in der Untersuchung von kardial nicht
vorerkrankten Patienten, die die Auswirkungen der diabetischen Stoffwechsellage auf das nicht-
diabetische Herz nach der Transplantation widerspiegeln, sowie in der Nutzung von ventrikuldrem
Myokard fiir die Respirometrie, das direktere Riickschliisse auf molekulare Mechanismen der

diabetischen Kardiomyopathie ermdglicht als Vorhofmyokard.

Ungeachtet der Unterschiede im Studiendesign bestdtigen unsere Daten die Ergebnisse der
bisherigen Studien, welche eine reduzierte myokardiale oxidative Kapazitit bei T2DM zeigten. In
unserer Kohorte schien die mitochondriale Einschrinkung insbesondere Komplex I-abhéngige
Respiration zu betreffen, aus bisherigen Studien gibt es jedoch kontroverse Ergebnisse beziiglich
der Komplex-spezifischen Effekte von T2DM [100, 103, 104]. Moglicherweise ist dies durch die
Interferenz von T2DM mit koronarer Herzerkrankung in diesen Studien bedingt, die keine
Aussage iiber Komplex-Spezifitit der T2DM-bedingten Schiddigung ermdglicht. Allerdings
erlaubt auch das in unserer Studie genutzte kombinierte Protokoll nur Vermutungen iiber die

Komplex-Spezifitit, sodass es zur Kldrung dieser Fragestellung weiterer Studien bedarf.

Unsere Daten zeigen auch einen erhéhten Entkopplungsgrad der Atmungskette in T2DM, womit
siec an FErgebnisse vorheriger Studien ankniipfen [101]. Die erhohte Entkopplung der
Atmungskette in T2DM ldsst auf intrinsische mitochondriale Verdnderungen schlieBen, die
unabhidngig von der Mitochondriendichte des Myokards sind. Die T2DM-assoziierten
Verdnderungen der LEAK Control Ratio waren in multivariaten Analysen nicht mehr signifikant
und es bestand eine erhdhte LEAK Control Ratio bei Patienten mit Betarezeptorenblocker-
Therapie. Die Grofle der Studienpopulation schmalert die Aussagekraft der multivariaten Analyse,
sodass weitere Studien in dhnlichen, aber grofleren Kollektiven hier Aufschluss geben konnten.
Der Einfluss der Betarezeptorenblocker-Therapie auf die mitochondriale Kopplung bleibt unklar.
Betarezeptorenblocker haben auch in transplantierten Herzen einen Effekt auf die Herzfrequenz
[171]. Potenziell kann eine Verdnderung der Herzfrequenz einen Einfluss auf mitochondriale
Aktivitdt haben [172]. Doch die Herzfrequenz war in beiden Gruppen vergleichbar, ebenso in
Patienten mit und ohne Betarezeptorenblocker-Therapie und es bestand kein Zusammenhang der
Herzfrequenz mit jeglichen Zielparametern unserer Analyse. Der geringe Effekt der Herzfrequenz
auf die mitochondriale Funktion konnte durch die Denervierung transplantierter Herzen bedingt

sein, die mit einer iatrogen verminderten Regulation der Herzfrequenz einhergeht [173, 174].
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Wihrend sich die Gruppen hinsichtlich des Body Mass Index unterschieden, zeigten die
riickwirtsgerichteten linearen Regressionsanalysen, dass der Body Mass Index keinen oder
wenigstens einen T2DM untergeordneten Einfluss auf die metabolischen Zielparameter dieser
Arbeit hat. Dies entspricht der bisherigen Datenlage humaner Studien. Zwar beschrieben Niemann
et al. mitochondriale Verinderungen bei Ubergewicht, jedoch lagen diese in der veriinderten
Expression von mRNA; sie beriicksichtigten auflerdem nicht den Einfluss von Insulinresistenz und
Diabetes, obwohl groe Schwankungen im HbA|. der Subgruppen vorlagen [175]. In
permeabilisierten Fasern aus dem Vorhof konnte dieselbe Gruppe keinen Unterschied zwischen
normalgewichtigen und iibergewichtigen Patienten hinsichtlich der Respiration zeigen [176].
Montaigne et al. detektierten in einer relativ groen Population von 141 Menschen keinen
Einfluss des Body Mass Index auf die mitochondriale Respiration, wohl jedoch einen Einfluss des
T2DM [101]. Es ist also naheliegend, dass die mitochondrialen Verdnderungen bei T2DM nicht
primér auf Gruppenunterschiede im BMI zuriickgefiihrt werden kdnnen, auch wenn ein Effekt auf
kardialen Metabolismus durch Adipositas und damit korrelierender ungesunder Lebensweise nicht

ausgeschlossen ist.

Unterschiede der oxidativen Kapazitit konnen grundsitzlich auch durch die Mitochondriendichte
des Myokards bedingt sein. Fiir eine davon unabhéngige Verdnderung sprechen jedoch die in
T2DM und Non-DM vergleichbare Expression von MT-CO1 und die erhdhte LEAK Control Ratio
in T2DM. Im Atrium konnten von anderen Gruppen keine Unterschiede bei der CSA zwischen
Patienten mit und ohne T2DM gezeigt werden [100, 102, 103]. Verfahren zur Bestimmung der
Mitochondriendichte, die wie CSA beim Skelettmuskel etabliert sind [136], sind jedoch im

humanen Myokard noch von unklarer Signifikanz [148].

5.3.4 Hyperglykamie und Insulinresistenz

Da die Diagnose T2DM, wenngleich sie wissenschaftlich fundiert ist [44], letztlich eine arbitrire
Grenze fiir kontinuierliche Variablen wie niichtern-Plasmaglukose oder Insulinsensitivitét erzeugt,
wurde die Assoziation der myokardialen metabolischen und funktionellen Parameter mit
Hyperglykdmie und Insulinresistenz {iber beide Gruppen hinweg untersucht. In einer
Sensitivitdtsanalyse wurden die Unterschiede dann auch nochmal innerhalb der Gruppen

analysiert.

Unsere Daten offenbarten eine inverse Assoziation von niichtern-Plasmaglukose und myokardialer
mitochondrialer OXPHOS und ETS Kapazitit. Dariiber hinaus korrelierte die niichtern-
Plasmaglukose mit der myokardialen Expression von NF-kBl und mit der diastolischen
Strainrate. Dies weist auf eine direkt mit akuter Glyk&imie in Zusammenhang stehende
Beeintrachtigung sowohl des myokardialen Metabolismus als auch der kardialen Kontraktilitat

hin. Frithere Studien konnten bereits Korrelationen der Glykédmie und myokardialen oxidativen



64

Kapazitit feststellen, untersuchten hierfiir allerdings den HbA;. [100, 101, 103]. Anders als in
diesen Studien zeigte sich keine Assoziation von HbA . und myokardialer Mitochondrienfunktion
in unseren Daten. Das glykierte Hidmoglobin ist ein verbreiteter und klinisch &uflerst wichtiger
Parameter fiir das Diabetes-Management, das die iiber 8-12 Wochen bestehende Glykdmie
abbildet. Es kann jedoch durch verschiedene (patho-)physiologische Zustéinde beeinflusst werden
[177]. Hierzu zéhlen Eisenmangel, Andmie, Hdmoglobin-Varianten, Hdmolyse, Splenomegalie,
Bluttransfusionen oder Medikamente [177]. Aullerdem werden Hypoglykdmien und kurzweilige
Hyperglykdmien im HbA . moglicherweise nicht abgebildet [177]. Die Plasmaglukose ermoglicht
hingegen eine prazise Momentaufnahme der Glykdmie [177]. Unsere Daten weisen also darauf
hin, dass die Verdnderungen des myokardialen Metabolismus bei T2DM akuter auftreten kdnnten

als in bisherigen Studien angenommen.

In der vorliegenden Arbeit konnte Insulinsensitivitit in direkten Bezug zur myokardialen
oxidativen Kapazitit gesetzt werden. Fiir alle Substrate korrelierte die OXPHOS Kapazitit mit der
OGIS und zum Teil auch mit dem vom OGIS abgeleiteten PREDIM. Auch iiber HOMA
berechnete hohere Insulinresistenz ging mit niedrigerer Respiration, wie auch innerhalb der Non-
DM-Gruppe mit hoherer Entkopplung der Atmungskette einher. Insulinsensitivitit ist also direkt
assoziiert mit der mitochondrialen Funktion des humanen Ventrikelmyokards. In fritheren Studien
war in Vorhofgewebe der Zusammenhang von Insulinresistenz und Mitochondrienfunktion
uneindeutig, jedoch wurde hier zur Quantifizierung der Insulinsensitivitdt ausschlieBlich HOMA
genutzt [101]. In eigenen Vorarbeiten des Deutschen Diabetes-Zentrums war HOMA-IR in einem
Kollektiv von Probanden ohne T2DM mit reduzierter Kopplungseffizienz, jedoch nicht mit
Verdnderungen des Sauerstoffflusses assoziiert [178]. HOMA wird hinsichtlich seiner Giiltigkeit
bei stark eingeschriankter Betazellfunktion und bei Insulintherapie diskutiert [113, 179]. OGIS und
PREDIM werden in der Literatur als priziser in der Erfassung von Insulinsensitivitit beschrieben
[110, 111], wund zeigen eine gute Anndherung an den Goldstandard zur
Insulinsensitivititsmessung, dem Clamp [112]. Auch in den in dieser Arbeit beschriebenen Daten
zeigte OGIS eine bessere Varianzaufklarung fiir die Respiration als HOMA-IR. Zur Abschitzung
der Mitochondrienfunktion anhand der Insulinsensitivitit sind also vom 3-Stunden-OGTT
abgeleitete Methoden, speziell OGIS und PREDIM das Mittel der Wahl, da sie noch prizisere
Ergebnisse liefern kénnen als HOMA-IR, dessen Vorteil in der leichten Erhebung liegt.

Die reduzierte Féhigkeit zur Respiration von Fettsduren bei gleichzeitig erhdhter
Fettsdureaufnahme in die Kardiomyozyten, wie sie bei Insulinresistenz vorliegt [31], legt eine
intrazelluldire Akkumulation der Fettsduren und eine damit assoziierte Lipotoxizitdt als einen
potenziellen Pathomechanismus nahe [63]. Lipotoxizitit kann Entziindung induzieren und die
mitochondriale Kapazitit reduzieren, sodass hier ein sich selbst verstirkender Kreislauf entsteht

[88]. Ein vergleichbarer Pathomechanismus liegt im Skelettmuskel vor: Auch im Skelettmuskel
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sind die mitochondriale oxidative Kapazitit und ATP-Produktion bei Insulinresistenz
beeintrdchtigt und es besteht eine intramyozelluldre Lipidakkumulation [52, 63, 180, 181]. Unklar
bleibt jedoch, ob diese mitochondrialen Einschrinkungen im Skelettmuskel nicht primér durch
eine reduzierte Mitochondriendichte erkldrbar sind und ob eine Wiederherstellung der
Insulinsensitivitidt durch Training oder Diit eine Regeneration der myozelluldren mitochondrialen
Funktion bewirken kann [182]. Dariiber hinaus ist trotz genannter Parallelen ungewiss, ob und in
welchem Ausmall die bisherigen Erkenntnisse aus der Skelettmuskulatur auf das Myokard

iibertragen werden kdnnen.

5.3.5 Myokardiale Inflammation und oxidativer Stress

Myokardiale Inflammation und oxidativer Stress wurden in dieser Arbeit sowohl in vivo als auch
ex vivo und sowohl lokal myokardial als auch systemisch untersucht. In der T2DM-Gruppe zeigte
sich in vivo eine Erhohung der globalen linksventrikuldren T2-Relaxationszeiten. Dies entspricht
Beobachtungen von Jiang et al. in einer Population von 190 Patienten ohne Herzinsuffizienz
[183]. Auch nach einem Myokardinfarkt sind T2-Relaxationszeiten in T2DM erhoht [184]. Uber
den Gruppenunterschied hinaus waren die T2-Relaxationszeiten mit Insulinresistenz und invers
mit der myokardialen oxidativen Kapazitdt des Myokards assoziiert. Mechanistisch spricht dies
fiir eine bei T2DM vorliegende myokardiale Inflammation, moglicherweise aufgrund erhdhter
Lipidakkumulation, die zu einer Einschrinkung der mitochondrialen Funktion fiihrt [63, 116].
Dariiber hinaus deuten die Daten darauf hin, dass die T2-Relaxationszeiten ein nicht-invasiv
bestimmbarer Pradiktor fiir die myokardiale Mitochondrienfunktion und damit fiir das Vorliegen
einer diabetischen Kardiomyopathie dienen konnten. Die eingeschlossene Patientenzahl in dieser
Arbeit reicht jedoch nicht aus, um mogliche Confounder wie Alter und Geschlecht
auszuschlieBen, deren Einfluss auf T2-Relaxationszeiten bereits nachgewiesen wurde [118].
Wiirden unsere Ergebnisse in weiteren Studien bestitigt, wire dies ein Schritt zu einer

verbesserten Diagnostik der diabetischen Kardiomyopathie.

Dariiber hinaus wies das Myokard der T2DM-Gruppe eine 38% hohere NF-kB1-Expression auf.
NF-«B ist ein zentraler Knotenpunkt fiir diverse zelluldre Signalwege, inklusive der Anpassung an
oxidativen und endoplasmatischen Retikulum-Stress, Zelldifferenzierung, DNS-Schéddigung und
Inflammation (siehe Abschnitt 1.1.3). Die Relevanz des NF-kB-Signalwegs fiir die diabetische
Kardiomyopathie wurde dagegen bisher primir in préklinischen Modellen beleuchtet [89, 95,
185]. Hieraus geht hervor, dass eine dauerhafte Aktivierung von NF-kB, wie sie bei Diabetes
Mellitus in Tierstudien gezeigt wurde, eine substanzielle Rolle in der Entstehung einer
Herzinsuffizienz einnimmt [95, 186]. In T2DM konnte NF-kB zum Beispiel durch oxidativen
Stress, Advanced Glycation Endproducts iber Methylglyoxal, iiber Aktivierung des Renin-

Angiotensin-Aldosteron-Systems und durch beschiddigte Mitochondrien und Fehler in der



66

Autophagie aktiviert werden [25, 52, 89, 161, 187]. Die Inhibition des NF-kB-Signalwegs zeigt in
Tiermodellen vielversprechende Ergebnisse bei der Privention der Entstehung einer diabetischen
Kardiomyopathie, beispielsweise iiber Aktivierung von Glukagon-like peptide-1 (GLP-1) [24,
186]. Agonisten des GLP-1 konnten in klinischen Studien jedoch keine signifikante Verbesserung

Herzinsuffizienz-bezogener Endpunkte bewirken [188-191].

Unseres Wissens erbringt diese Arbeit den ersten Nachweis einer diabetes-induzierten Erh6hung
der Expression von NF-kB1 in humanen Ventrikelmyokard. Dariiber hinaus zeigte sich auch eine
Korrelation der NF-kBI1-Expression mit der niichtern-Plasmaglukose, sowie auch mit der
Komplex-I-assoziierten OXPHOS Kapazitit (GMOct). Im Zusammenspiel dieser Ergebnisse mit
Daten aus Tiermodellen der diabetischen Kardiomyopathie und Humanstudien anderer
Kardiomyopathien, ist eine mogliche Erklarung, dass es bei T2DM zu einer Daueraktivierung von
NF-kB1 im Myokard kommt [89, 186, 192]. Als ein Trigger der NF-kB-Aktivierung konnten
somit Defekte myokardiale Mitochondrien, die letztlich auf dem gestorten Insulinsignal fuflen,
auch ein initialer Trigger des pathologischen Remodeling bei T2DM sein. Die zentrale Rolle von
NF-kB, Inflammation und oxidativem Stress bei T2DM-induzierter Organschédigung ist auch im
Skelettmuskel beschrieben worden [52, 91]. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass sich diese

Prozesse zum Teil auf das Myokard iibertragen lassen.

Mitochondriale Defekte konnen sowohl eine Folge als auch eine Ursache von erhohtem oxidativen
Stress bei T2DM und Insulinresistenz sein [80, 93, 193]. In dieser Arbeit konnten bei T2DM
erhohte zirkulierende Marker von oxidativem Stress nachgewiesen werden. Konkret zeigten sich
Hinweise auf eine erhohte systemische Lipidperoxidation und ein erhéhtes Oxidation-Reduktions-
Potenzial bei T2DM. Ein kardialer Ursprung dieser ROS ist denkbar: Anderson et al. wiesen
erhohte mitochondriale Wasserstoffperoxid-Emission aus permeabilisierten Fasern nach [100].
Kanazawa et al. zeigten in isolierten Mitochondrien von Rattenherzen erhéhten oxidativer Stress
bei Diabetes und eine korrespondierende Einschriankung der mitochondrialen Transkription [194].
Erhohte ROS konnen zudem zu einem Verlust des mitochondrialen Membranpotenzials fiihren,
wodurch die Effizienz reduziert wird und schlieBlich iiber Aktivierung von Caspase 9 und
Caspase 3 Apoptose induziert werden kann [195]. Die Apoptose des Myokards kann sich
ebenfalls in der reduzierten oxidativen Kapazitit widerspiegeln [196]. Die Reduktion des
systemischen oxidativen Stresses in kardialen Mitochondrien konnte sich in Zukunft als
Therapiestrategie in verschiedenen Kardiomyopathien erweisen, wozu es bereits einige Ansitze
gibt [170, 197-199]. Allerdings zeigte sich in unseren Daten kein signifikanter Zusammenhang
zwischen Markern des systemischen oxidativen Stresses und kardialer Mitochondrienfunktion
oder NF-kB-Expression. Dies konnte als Hinweis angesehen werden, dass zur Behandlung einer
diabetischen Kardiomyopathie eine lokal fokussierte Therapie, die auf Mitochondrienfunktion und

NF-«kB1-Aktivierung abzielt, vielversprechender ist als eine systemischen Therapie des oxidativen
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Stresses. Interessanterweise waren TBARS und statisches Redoxpotenzial auch nicht mit der
niichtern-Plasmaglukose, sondern mit HbAi. und freien Fettsduren assoziiert. Moglicherweise
spiegeln diese ROS Marker also eher die chronische diabetes-assoziierte Inflammation wieder, als
den Effekt der akut auftretenden Hyperglykédmie, der mit einer Reduktion der mitochondrialen
oxidativen Kapazitit und erhdhter myokardialer NF-kB-Expression assoziiert ist (vergleiche

Abschnitt 5.3.4).

5.3.6 Die Herztransplantation als mechanistisches Modell

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig das Modell der Herztransplantation genutzt, um
direkte Einfliisse des T2DM auf den mitochondrialen Metabolismus des humanen Myokards zu
entschliisseln. Die genauen Verdnderungen eines vormals gesunden Herzen bei der Exposition
gegeniiber einer metabolisch verdnderten, diabetischen Stoffwechsellage zu beobachten, bietet fiir
Humanstudien eine einzigartige Maoglichkeit, ein quasi-experimentelles Studiendesign zu
schaffen. Dies gilt insbesondere fiir Analysen des mitochondrialen Metabolismus aufgrund der
begrenzten Halbwertszeit der Mitochondrien [200]. Eine kiirzlich erschienene Studie machte sich
diese Strategie ebenfalls zunutze, in dem sie in einem entsprechenden Kollektiv die myokardiale
Lipidakkumulation in Transplantierten mit und ohne T2DM verglich [150]. In dieser Studie von
Marfella et al. wird auf das enorme Potenzial des Modells Herztransplantation fiir die Diabetes-
Forschung hingewiesen, es wurden jedoch keine Daten der myokardialen Mitochondrienfunktion

oder anderer in dieser Dissertation erfasster metabolischer Zielparameter erhoben.

Neben diesen Chancen weist eine Kohorte aus Herztransplantierten auch einige Besonderheiten
auf, die in diesem Zusammenhang bedacht werden miissen. Allen voran steht hier die
immunsuppressive Therapie mit typischerweise einem Glukokortikoid (zum Beispiel
Prednisolon), einem Hemmer der Inosinmonophosphat-Dehydrogenase (zum Beispiel
Mycophenolat-Mofetil) und einem Calcineurin-Inhibitor (zum Beispiel Cyclosporin A,
Tacrolimus oder Everolimus). Die Einfilhrung dieser Substanzen in die Therapie nach
Organtransplantationen hat das Uberleben massiv verbessert und sie sind heute essenziell in der
Transplantatnachsorge, um eine TransplantatabstoBung zu verhindern. Es bleibt unklar, ob die
Einnahme dieser Substanzen einen Effekt auf dem myokardialen Metabolismus, speziell auf
myokardiale Mitochondrienfunktion haben. Die in dieser Arbeit untersuchten Gruppen aus
Probanden mit und ohne T2DM wiesen jedoch ein vergleichbares immunsuppressives
Therapieregime auf. Es ergibt sich aus den Gruppencharakteristika also kein Anhalt fiir eine
Verzerrung der Ergebnisse hinsichtlich des Einflusses von T2DM durch Immunsuppressiva. Um
den kurzfristigen Einfluss von Glukokortikoiden auf die Ergebnisse dieser Arbeit zu minimieren,

nahmen die Patienten am Tag der Untersuchungen (OGTT und EMB) die Prednisolon-Medikation
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erst nach den Studienuntersuchungen ein und Studienzeitpunkte unmittelbar nach einer

Glukokortikoid-StoBtherapie wurden nicht in die Analysen einbezogen.

Eine weitere Besonderheit bei Herztransplantierten ist die hohe Prédvalenz von T2DM. Ein Jahr
nach Transplantation liegt die Privalenz von Diabetes bei iiber 20%, nach 5 Jahren bereits iiber
35% [201]. Diese erklart sich primdr aus zwei Ursachen: Erstens aus der erhohten
kardiovaskuldren Komplikationsrate und hohen Prévalenz von Herzinsuffizienz von iiber 40% bei
Menschen mit Diabetes, die sie hdufiger zu Transplantatempfiangern macht [83]; und zweitens aus
der immunsuppressiven Therapie, die eine Insulinresistenz fordert [58] — entsprechend auch die
hohe Inzidenz in den Jahren nach Transplantation [201]. Wie auch in der Allgemeinbevolkerung
ist Diabetes bei Herztransplantierten mit schlechterem Uberleben assoziiert — allerdings gilt dies
in erster Linie fiir Diabetes Mellitus mit Komplikationen, wihrend das Uberleben
Herztransplantierter mit unkompliziertem Diabetes Mellitus nicht eingeschriankt zu sein scheint
[202, 203]. Ein erhohter Body Mass Index geht ebenfalls mit einem hoheren Mortalitétsrisiko nach
Herztransplantation einher, jedoch erst bei (insbesondere hohergradiger) Adipositas, zum Beispiel

iiber 33kg/m? [204, 205].

Abschlieflend ist zu sagen, dass Herztransplantierte, wenngleich sie nach Transplantation kardial
asymptomatisch sein konnen, typischerweise multiple Komorbiditdten aufweisen, die zum Teil
noch aus der Zeit vor der Transplantation stammen und mit entsprechender umfassender
Dauermedikation behandelt werden. In unserem Kollektiv waren Statine, Acetylsalicylsdure,
Protonenpumpeninhibitoren und Calciumkanalblocker héufig als Dauermedikation vertreten.
Diese Substanzen konnten potenziell intrinsische Effekt auf den kardialen mitochondrialen
Metabolismus aufweisen — jedoch wurden sie in beiden untersuchten Gruppen in dhnlichem Mafle

genutzt, sodass eine hieraus entstehende Verdnderung der Ergebnisse eher unwahrscheinlich ist.

5.3.7 Limitationen

Eine Limitation der Studie stellte die Probengrofe der EMB (etwa 1-2mg) dar. Diese limitierte die
Art und Anzahl der Messungen, die im Rahmen der Studie durchgefiihrt werden konnten, da
bereits etwa 2 mg fiir die hochauflosende Respirometrie in Duplikaten bendtigt werden. Die
Erhebung interessanter weiterer Messwerte wie Citrat-Synthase-Aktivitdt, myokardiale
Insulinsensitivitit, weiterer Elemente des NF-kB-Signalwegs und Metabolomics waren hierdurch

nicht moglich.

Eine Stdrke der Studie war, dass bei den Herztransplantierten letztlich der Metabolismus des
Spenderherzen analysiert, die dem Milieu des Empféngers ausgesetzt waren, sodass die
spezifischen Einfliisse des Empféangermetabolismus im gesunden Herzen widergespiegelt werden.

Allerdings muss hierfiir dafiir ausgegangen werden, dass sich die Spenderherzen zum Zeitpunkt
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der Transplantation nicht unterschieden. Hierzu verglichen wir demografische Parameter der
Spender innerhalb beider Gruppen. Fiir eine optimale Phénotypisierung wiren dariiber hinaus
respirometrische Daten aus Endomyokardproben der Spenderherzen zum Zeitpunkt der
Transplantation von Interesse gewesen, um zu gewéhrleisten, dass sie sich zum Zeitpunkt der
Transplantation zwischen den Gruppen nicht unterschieden, sondern erst im Verlauf divergierten.
In einer Versuchsanordnung wie von Stoica et al. beschrieben kdnnte dies ein Ziel zukiinftiger

Studien sein [206].

AbschlieBend ist als Limitation zu nennen, dass die Anzahl an in der Studie eingeschlossener
Probanden und deren Messzeitpunkte im Untersuchungszeitraum nicht ausreichten, um
aussagekriftige longitudinale Analysen des Einflusses von T2DM auf myokardiale
Mitochondrienfunktion durchzufiihren. Die Anzahl der eingeschlossenen Patienten in dieser
Arbeit erlaubte zudem keine umfassenden multivariate Analysen, um die Relevanz einzelner
Préadiktoren der kardialen Mitochondrienfunktion abschlieBend einzuordnen. Weitere Studien mit
groBBeren Probandenkollektiven kdnnten hier von Interesse sein. Da nach dem Ende des in dieser
Arbeit spezifizierten Untersuchungszeitraums noch weitere Probanden in die Studie
eingeschlossen wurden, ist zu hoffen, in naher Zukunft entsprechende Analysen vorweisen zu

konnen.
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6 Schlussfolgerungen

Es konnen mehrere zentrale Schlussfolgerungen entsprechend den dieser Arbeit
zugrundeliegenden Subhypothesen gezogen werden. (i) Vorhofmyokard unterscheidet sich von
ventrikulirem Myokard hinsichtlich diverser metabolischer Charakteristika, wihrend Myokard
unterschiedlicher ventrikuldrer Lokalisationen vergleichbarer ist. (ii) Eine fortgeschrittene
Herzinsuffizienz ist mit einer Einschrinkung der mitochondrialen oxidativen Kapazitit bei
erhaltener Kopplungseffizienz verbunden. (iii) T2DM, Insulinresistenz und Hyperglykdmie
induzieren eine Reduktion der oxidativen Kapazitit des ventrikuldren Myokards bereits vor der
Entstehung  symptomatischer Herzinsuffizienz. Die T2DM-induzierten metabolischen
Verdnderungen des Myokards werden von einer diastolischen Funktionsstorung, erhdhter
myokardialer Inflammation und systemischem oxidativen Stress begleitet und involvieren die

Aktivierung des Herzinsuffizienz-induzierenden NF-xB-Signalwegs.

Aus diesen Daten ldsst sich die Rationale ableiten, fiir zukiinftige Analysen des metabolischen
Einflusses von T2DM auf das Myokard auf ventrikulire Proben von Menschen ohne
Herzinsuffizienz zuriickzugreifen. In einem entsprechenden Kollektiv wurden in dieser Arbeit
spezifische myokardiale Adaptationen an das Milieu des T2DM nachgewiesen, die neue Hinweise
auf den pathomechanistischen Charakter Diabetes-assoziierter Herzinsuffizienz liefern. Diese
Ergebnisse konnten einen Schritt zu einer préziseren Diagnostik, wie auch zu neuen

therapeutischen Angriffspunkten fiir die diabetische Kardiomyopathie erbringen.
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