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,,Der Geist der Medizin ist leicht zu fassen;
Thr durchstudiert die grofs “ und kleine Welt
Um es am Ende gehn zu lassen,

Wie's Gott gefdllt.

- Johann Wolfgang Goethe. Faust: Der Tragodie erster Teil (1808)



Zusammenfassung

Herzinsuffizienz (HF) ist der hiufigste Grund fiir Krankenhauseinweisungen in
Deutschland und kann verschiedene zugrundeliegende Atiologien haben. Obwohl
mitochondriale Dysfunktion, oxidativer Stress, myokardiale Inflammation und Fibrose
zentrale Merkmale der HF sind, ist unklar, inwiefern sich verschiedene Atiologien
diesbeziiglich unterscheiden. Bei Patienten mit nicht-ischdmischer HF und myokardialer
Inflammation hat immunsuppressive Therapie zu verbesserter linksventrikuldrer
Pumpfunktion und Uberleben beigetragen. Zur Wirksamkeit von Immunsuppression bei
ischdmisch bedingter HF liegen kaum Erkenntnisse vor.

Ziel der vorliegenden Studie war, den mitochondrialen Energiestoffwechsel bei Patienten
mit ischdmischer bzw. dilatativer Kardiomyopathie (ICM bzw. DCM) genauer zu
beschreiben und das AusmaBl myokardialer Inflammation bei diesen verschiedenen
Atiologien zu erfassen. Hierfiir stellten wir die Hypothesen auf: Patienten mit ICM bzw.
DCM unterscheiden sich hinsichtlich [1] der mitochondrialen oxidativen Kapazitdt und
[2] des AusmaBes myokardialer Inflammation und Fibrose. [3] AuBlerdem korrelieren
Fibrose und Inflammation mit myokardialer oxidativer Kapazitit und oxidativem Stress.

Hierzu wurden 81 Patienten (n=44 ICM, n=37 DCM) eingeschlossen, welche aufgrund
terminaler HF ein Linksherzunterstiitzungssystem (n=59) bzw. eine Herztransplantation
(n=22) erhielten. Die mitochondriale Respiration im intraoperativ entfernten
linksventrikuldren Myokard wurde mittels hochauflosender Respirometrie bestimmt,
Citratsynthase-Aktivitiat (CSA) als Marker mitochondrialer Dichte spektrophotometrisch
gemessen und mittels Inmunhistochemie die lymphozytire Infiltration des Myokards und
Fibrosierung quantifiziert. Lymphozytéire Infiltration mit mehr als 14 Zellen pro mm?
wurde als Schwelle zu relevanter Inflammation betrachtet.

Die Patienten unterschieden sich nicht hinsichtlich des Alters (61,5+5,7 vs. 56,5+12,7
Jahre, p=0,164), des Geschlechts (86% vs. 84% mainnlich, p=0,725), des Auftretens von
Typ 2 Diabetes mellitus (34% vs. 18%, p=0,126) oder chronischer Niereninsuffizienz (8%
vs. 11%, p=0,994). Die mitochondriale oxidative Kapazitit war bei Patienten mit ICM
um 23% geringer als bei DCM (108,6+41,4 vs. 141,9£59,9 pmol/(s*mg), p=0,006). CSA
war in ICM gegeniiber DCM reduziert (359,6+164,1 vs. 503,0+£198,5 nmol/min/mg
Protein, p=0,002). Patienten mit ICM wiesen groBere fibrosierte Areale auf (20,9+£21,2
vs. 7,2+5,6% des Querschnitts, p=0,002); dies hing nicht mit oxidativer Kapazitit
zusammen (r=-0,13, p=0,327). Patienten mit ICM zeigten hdufiger relevante myokardiale
Inflammation verglichen zu DCM-Patienten (27% vs. 6%, p=0,024). Hohere myokardiale
Inflammation war mit geringerer oxidativer Kapazitit assoziiert (r=-0,296, p=0,019).

Bei Patienten mit ICM zeigte sich eine gesteigerte myokardiale Infiltration mit
inflammatorischen Zellen, welche mit reduzierter mitochondrialer oxidativer Kapazitit
einherging. Zuklinftige Studien sollten auf den FEinfluss hoherer myokardialer
Inflammation auf den klinischen Verlauf von ICM-Patienten eingehen, um die
Wirksamkeit immunsuppressiver Therapie zu untersuchen. Hierdurch kdnnte eine bereits
etablierte Therapiestrategie einer neuen Patientengruppe zugénglich gemacht werden.
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Abstract

Heart Failure (HF) is the most frequent reason for hospital admissions in Germany. The
underlying etiologies are variable. Mitochondrial dysfunction, oxidative stress,
myocardial inflammation, and fibrosis are hallmarks of HF pathophysiology, yet it is
unclear whether patients with different HF-etiologies differ in these aspects. In non-
ischemic HF with marked myocardial inflammation, immunosuppression has yielded
benefits in left ventricular ejection fraction, and survival. However, little is known about
possible benefits of immunosuppression in ischemic HF.

We aimed at characterizing mitochondrial metabolism in patients with ischemic or dilated
cardiomyopathy (ICM or DCM), respectively, and at evaluating the extent of myocardial
inflammation in these different etiologies. We hypothesized that patients with ICM or
DCM would exhibit [1] different mitochondrial oxidative capacity, and [2] different
myocardial inflammation and fibrosis, and that [3] oxidative capacity and oxidative stress
correlate with myocardial inflammation and fibrosis.

We included 81 patients with advanced HF (n=44 ICM, n=37 DCM) undergoing
implantation of a left ventricular assist device (n=59) or heart transplantation (n=22). Left
ventricular myocardium was excised intraoperatively. We assessed mitochondrial
respiration via high resolution respirometry, and citrate synthase activity (CSA), as a
marker of mitochondrial content, spectrophotometrically. Myocardial inflammation and
fibrosis were quantified using immunohistochemistry staining. Lymphocytic infiltration
of more than 14 cells per mm? was considered relevant inflammation.

Patient with ICM or DCM did not differ regarding age (61.5+£5.7 vs. 56.5£12.7 years,
p=0.164), sex (86% vs. 84% male, p=0.725), Type 2 Diabetes mellitus (34% vs. 18%,
p=0.126), or chronic kidney disease (8% vs. 11%, p=0.994). Mitochondrial oxidative
capacity was 23% lower in patients with ICM than DCM (108.6+41.4 vs. 141.9+£59.9
pmol/(s*mg), p=0.006), and CSA was reduced in ICM compared with DCM
(359.6£164.1 vs. 503.0+198.5 nmol/min/mg protein, p=0.002). Despite greater fibrotic
area in ICM than DCM (20.9421.2 vs. 7.2+5.6% of area, p=0.002), no association of
fibrosis with oxidative capacity was found (r=-0.13, p=0.327). Patients with ICM had
relevant myocardial inflammation more often than patients with DCM (27% vs. 6%,
p=0.024). Higher inflammation was associated with lower oxidative capacity (r=-0.296,
p=0.019).

We found enhanced myocardial infiltration with inflammatory cells in patients with ICM
compared with DCM that was associated with impaired mitochondrial oxidative capacity.
Future studies should address possible influences of myocardial inflammation on the
clinical course in patients with ischemic HF to evaluate a potential efficacy of
immunosuppression in ICM. This could make an already established therapy available to
a new group of patients.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Herzinsuffizienz

1.1.1 Einfuhrung und Definition

Herzinsuffizienz (englisch Heart Failure, HF) wird definiert als klinisches Syndrom, bei
dem durch einen strukturellen oder funktionellen Fehler des Herzens ein addquater Kreislauf
zur Versorgung des Korpers bei normalen intrakardialen Driicken nicht mehr gewihrleistet
werden kann und das von bestimmten Symptomen (z.B. Dyspnoe, Erschopfung) und
klinischen Zeichen (z.B. erhohter zentralvendser Druck und jugularvendse Stauung,
periphere Odeme) begleitet wird [1].

Beschreibungen von Patienten, die sehr wahrscheinlich an HF litten, finden sich bereits in
der Antike. Vor fast 2500 Jahren beobachtete Hippokrates mehrere Patienten, die sich mit
Odemen und Dyspnoe prisentierten [2]. Der Zusammenhang zu einer Erkrankung des
Herzens konnte zu diesem Zeitpunkt noch nicht festgestellt werden. Im Laufe des 17. und
18. Jahrhunderts wuchs das Wissen iiber Anatomie und Physiologie des Herz-
Kreislaufsystems stark an, wobei Beschreibungen von Storungen wie Dilatation und
VergroBerung der Masse des Herzens, Fiillungsschwiéche (etwa bei Perikarderguss) oder
Verinderungen an den Herzklappen, die zu HF fithren konnen, den entsprechenden
klinischen Bildern genauer zugeordnet werden konnten [3]. Im vergangenen Jahrhundert und
insbesondere in den jiingsten Jahrzehnten ist durch moderne biomedizinische Forschung ein
profunderes Bild vor allem metabolischer und molekularbiologischer Charakteristika des
(versagenden) Herzens entstanden, was den klinischen Blick auf die Herzinsuffizienz

verdndert hat [4, 5].

Die kardiale Pumpfunktion von Patienten mit Herzinsuffizienz kann auf dem gesamten
Spektrum der linksventrikuldren Ejektionsfraktion (LVEF) liegen (Tabelle 1). GemaR der
aktuellen Leitlinie der European Society of Cardiology ldsst sich HF nach der LVEF grob
einteilen in HF mit reduzierter LVEF (HFrEF), HF mit erhaltener LVEF, und HF mit
mittelgradig reduzierter LVEF [1, 6]. HF kann akut (z.B. bei Myokardinfarkt) oder subakut
(z.B. bei Kardiomyopathien) auftreten bzw. chronisch bestehen. Patienten mit chronischer
HF, deren Symptomatik sich einen Monat lang nicht verschlechtert, konnen als ,,stabil*

bezeichnet werden, wohingegen eine Verschlechterung der Symptomatik als Dekompen-
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sation beschrieben werden kann, die wiederum akut und subakut auftreten kann [1, 7]. In der
hier vorliegenden Arbeit wurden fortgeschritten herzinsuffiziente Patienten mit reduzierter

LVEF untersucht.

Kriterien | HFrEF HFmrEF HFpEF

1 Symptome/klinische Symptome/klinische Symptome/klinische Zeichen
Zeichen Zeichen

2 LVEF <40% LVEF 41-49% LVEF >50%

3 e  Strukturelle und/oder

funktionelle Auffalligkeiten
e Diastolische Dysfunktion und
erhohte intrakardiale Driicke

e FErhohung der natriuretischen

Peptide

Tabelle 1: Definition der Herzinsuffizienz mit reduzierter, mittelgradig reduzierter und
erhaltener Ejektionsfraktion gemif} der aktuell giiltigen Leitlinie der European Society of
Cardiology. Modifiziert nach [1]. HFmrEF: Herzinsuffizienz mit mittelgradig reduzierter
Ejektionsfraktion; HFpEF: Herzinsuffizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion; HFrEF:
Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion; LVEF: Linksventrikuldre Ejektionsfraktion.

1.1.2 Epidemiologie und Atiologie der Herzinsuffizienz

Die globale Gesundheitslast durch kardiovaskuldre Erkrankungen, die weltweit unter den
hiufigsten Todesursachen zu finden sind, stellt ein wachsendes Problem dar [8, 9]. Die
globale Gesamtpravalenz kardiovaskuldrer Erkrankungen hat sich zwischen 1990 und 2019
von rund 271 Millionen auf ca. 523 Millionen etwa verdoppelt. Auch die relative Pravalenz
ist deutlich angestiegen, wobei es bedeutende Unterschiede etwa nach Region, Alter und
Geschlecht gibt [9]. Die entsprechenden Zahlen der Herzinsuffizienz, der verschiedene
kardiovaskuldre Ursachen zugrunde liegen kdnnen, entwickeln sich dhnlich: Zwischen 1990
und 2017 hat es insgesamt etwa eine Verdoppelung der globalen Gesamtprivalenz der HF
gegeben, wobei sich die altersstandardisierte Rate allerdings verringert hat [10]. In Europa
liegt die HF-Pravalenz unter Erwachsenen bei etwa 1-2%, steigt aber mit dem Alter stark an
und tiberschreitet 10% in der Bevolkerung iiber 70 Jahren [1, 11]. Die Hospitalisierungsrate
iiber zwei Jahre aufgrund von HF ist mit 55% hoch [11]. Zudem ist HF in Deutschland die
zu den meisten Krankenhauseinweisungen sowie den meisten Todesfdllen im Krankenhaus

fithrende Erkrankung, wobei es starke regionale Unterschiede sowie einen Zuwachs iiber die
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Zeit zu beobachten gibt [12]. Auch die 6konomische Last ist bedeutend: 2014 wurden die
jéhrlichen weltweiten direkten und indirekten Gesamtkosten durch HF auf 108 Milliarden
US-Dollar geschitzt, wobei die direkten Ausgaben fiir HF im globalen Durchschnitt 1,4%
des Gesundheitsbudgets ausmachen, Tendenz steigend [13]. 86% der Kosten entstehen
hierbei in Landern mit hdherem Wohlstand, die etwa 18% der Weltbevolkerung ausmachen,
insb. in Europa und Nordamerika. Deutschland rangierte in dieser Studie bezogen auf die
durch HF verursachten Gesamtkosten weltweit auf dem dritten Platz, in Europa an der Spitze
[13].

Die Entstehung der Herzinsuffizienz ist variabel und kann verschiedene Ursachen haben [1].
Haufig spielen mehrere Faktoren und Komorbidititen eine Rolle, die sich gegenseitig
beeinflussen und verstidrken konnen. Obwohl HF ein globales Problem darstellt, variieren
die Ursachen regional, insb. zwischen Industrie- und Entwicklungsldndern, teils deutlich [10,
13, 14]. Die hiaufigste Ursache fiir HF in Europa ist die Ischdmische Kardiomyopathie
(ICM), an zweiter und dritter Stelle folgen arterielle Hypertonie und andere Kardiomyo-
pathien als Ursachen [10]. Eine 2002 veroffentlichte Studie mit 5517 HF-Patienten in Italien
identifizierte in 45,6% aller Fille ICM, in 36,0% der Fille Dilatative Kardiomyopathie
(DCM) als die beiden hiufigsten Ursachen der HF [15].

1.1.3 Therapie der Herzinsuffizienz

Eine Therapie oder Beeinflussung von Risikofaktoren der Herzinsuffizienz wie der
arteriellen Hypertonie oder Typ 2 Diabetes Mellitus (T2DM) bereits vor dem Auftreten von
Symptomen ist sinnvoll und kann die Prognose verbessern [1]. Bei Auftreten von
Symptomen gelten die Senkung der Mortalitdt und Morbiditdt, die Verringerung von Hos-
pitalisierungen, die Verbesserung des klinischen Status und der Erhalt der Lebensqualitit als
Ziele der Therapie. Die medikamentdose Therapie wird hierbei zundchst ausgereizt. Bei
chronisch therapierefraktirer und weit fortgeschrittener HF kommen schlielich fiir selek-
tierte Patientengruppen chirurgische Therapieoptionen der dauerhaften mechanischen Kreis-
laufunterstiitzung, etwa durch Left ventricular assist devices (LVAD), oder die
Herztransplantation (HTX) in Frage [1, 16, 17]. Die aktuellen Therapiemdglichkeiten sind
in der Lage, die Prognose fiir Patienten mit HF ischdmischer sowie nicht-ischdmischer
Genese deutlich zu verbessern und deren Symptome zu lindern. Da das Ausreizen der
konventionellen HF-Therapie allerdings, etwa durch die Gefahr von Hypotonie und Brady-
kardie, limitiert ist, liegt die Suche nach neuen Therapieansitzen nahe, die moglichst keine

weitere hdmodynamische Beeintrachtigung mit sich bringen und die auBerdem direkt den
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verdnderten Stoffwechsel der Kardiomyozyten als Ziel haben sollen [18, 19]. Hierbei
prasentieren sich Mitochondrien, die eine zentrale Rolle im Energiemetabolismus des
Herzens einnehmen, als vielversprechender Ansatzpunkt (siche Abschnitt 1.5) [18-20]. Da
aullerdem Unterschiede im mitochondrialen Stoffwechsel zwischen Patienten mit ICM und
DCM festgestellt wurden, die insbesondere die mitochondriale Biogenese betrafen, ist eine
Atiologie-spezifische Therapie der HF als mdgliches zukiinftiges Ziel bereits in den Blick
gefasst worden [21].

1.2 Energiemetabolismus des Herzens

1.2.1 Mitochondrien im Herzen

Das Herz ist das Organ mit dem hochsten Energieverbrauch im menschlichen Koérper:
Téglich werden ca. 6 kg Adenosintriphosphat (ATP) umgesetzt [22], wihrend das Herz iiber
7000 Liter Blut durch den Kdrper pumpt. Im Myokard nehmen Mitochondrien etwa 35% des
Zellvolumens ein [23] und produzieren {iber 95% des benétigten ATPs, wovon 60-70% fiir
Kontraktionen und die restlichen 30-40% hauptséchlich fiir die Funktion von lonenpumpen
eingesetzt werden [24]. Mitochondrien (von altgriechisch pitog (mitos), Faden, und yovopog
(chondros), Korn) sind von einer doppelten Membran umschlossene Zellorganellen, die ihr
eigenes Erbgut besitzen und neben anderen Funktionen insbesondere fiir den Energiemeta-
bolismus der Zelle verantwortlich sind. Menschliche mitochondriale Desoxyribonuklein-
sdure (mtDNA) ist zirkuldr aufgebaut und codiert unter anderem fiir 13 Proteine, darunter
Teile der Komplexe I, III, IV und V der Atmungskette [23]. Weitere mitochondriale Proteine
werden von der nukledren DNA codiert und durch Transporter in der inneren und &ufleren
Membran aktiv ins Mitochondrium eingebracht [25]. Die innere Membran, die die mito-
chondriale Matrix umhiillt, enthdlt die Komplexe der Atmungskette, ist stark gefaltet und hat
an manchen Stellen Kontakt zur du3eren Membran, was zum Stoffaustausch und als Aus-
gangspunkt mitochondrialer Fusion und Teilung genutzt wird, da Mitochondrien nicht de
novo generiert werden konnen [23, 26]. In der mitochondrialen Matrix sind die Enzyme des
Citratzyklus sowie der PB-Oxidation der Fettsduren lokalisiert, tiber die Nikotinamid-
adenindinukleotid (NADH) und Flavin-Adenin-Dinukleotid (FADH») als Reduktions-
dquivalente fiir die Atmungskette und die oxidative Phosphorylierung (OXPHOS) bereit-
gestellt werden, wodurch Mitochondrien zum wichtigsten Ort der Bereitstellung von Energie

fiir die Zelle werden [27, 28]. Dariiber hinaus spielen Mitochondrien zahlreiche relevante
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Rollen unter anderem bei der Apoptose, der Him-Synthese sowie bei der Zellkommu-
nikation iiber second messenger, etwa durch Signalgebung mittels reaktiver Sauerstoff-
spezies (ROS) zur Steuerung der Zellproliferation und Hypoxieantwort oder durch Beein-
flussung der Calciumhomdostase [28-30]. Gleichzeitig ist die mtDNA deutlich anfilliger fiir
Mutationen und aufgrund der Nédhe zur Produktionsstelle von ROS einer besonderen
Belastung ausgesetzt [27]. Mitochondrien sind keine starren Gebilde, sondern unterliegen
einer stdndigen Dynamik aus Fusion und Spaltung, wodurch sie in verschiedenen Formen
auftreten konnen, einzeln oder als verzweigte Netzwerke, was im Ausmal je nach betrach-

teter Zellart variieren kann [23, 26].

1.2.2 Substratgebrauch im Herzen

Der Substratgebrauch ist, neben der OXPHOS sowie dem Transport und der Verwertung des
ATPs, eine Sdule der kardialen Bioenergetik [22]. Das Herz gilt als ,,metabolischer Alles-
fresser” [31], da es nicht nur in der Lage ist, mit verschiedenen Substraten zu arbeiten,
sondern gerade die metabolische Flexibilitét in der Substratauswahl und damit die Fahigkeit,
das unter gegeben Bedingungen ertragreichste Substrat zu bevorzugen, einen Kernpunkt des
gesunden kardialen Energiemetabolismus darstellt [29, 31]. Hierdurch sind etwa Reaktionen
auf Ernihrungszustinde wie Uberangebot von Nihrstoffen oder Fasten moglich [32]. Unter
normalen Umstidnden nutzt das Herz zu ca. 60-90% Fettsduren zur Energiegewinnung, zu
10-40% Glucose bzw. Lactat und zu geringerem Anteil andere Substrate, insbesondere
Ketonkorper [24, 33]. Theoretisch erzeugt die Verbrennung von Glucose pro verbrauchtem
Sauerstoff mehr ATP als die Verbrennung von Fettséuren, beziehungsweise muss bei
gegebenem Energiebedarf mehr Sauerstoff zugefiihrt werden, wenn Fettsduren anstatt von
Glucose verbrannt werden, wodurch die Glucoseverbrennung als effizienter gilt [24].
Welche Substrate in welchem Verhidltnis genutzt werden, héngt jedoch neben dem
Vorhandensein der notwendigen Enzyme im Gewebe besonders auch von der
Plasmakonzentration der Substrate ab [24, 34]. Beispielsweise wird bei Erhohung der
Konzentration freier Fettsduren im Rahmen andauernder moderater Belastung auch die 3-
Oxidation gesteigert [35]. Storungen dieser Flexibilitdt treten als Kernpunkte der
metabolischen Schiden im Rahmen der Herzinsuffizienz auf (sieche Abschnitt 1.3).

Der metabolische Phidnotyp des Herzens, also die Substratpriferenz bei gegebenem
Substratangebot, Durchblutung und Energiebedarf, muss je nach Situation flexibel gesteuert
werden und unterliegt einer komplexen Interregulation. Dies ist mdglich iiber eine Beein-

flussung der Substrataufnahme oder des Substratumsatzes durch Steuerung der katalytischen
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Aktivitdt von Schliisselenzymen dieser Prozesse [24]. Wihrend diese kurzfristig reguliert
werden kann, lduft die langfristige Regulation des Energiemetabolismus iiber eine
Beeinflussung der Expression dieser Enzyme. Diese wird an prominenter Stelle durch
peroxisome-proliferator-activated receptor o gesteuert, einen nukledren Transkriptions-
faktor mit zentraler Rolle im Fettstoffwechsel, welcher mal3geblich durch die Co-Akti-
vierung durch Peroxisome-proliferator-activated receptor y coactivator-1a (PGC-1a)
beeinflusst wird [24, 35, 36]. PGC-1a ist flir ganze Stoffwechselwege der ATP-Produktion
[37] und viele weitere mitochondriale Prozesse relevant, darunter mitochondriale Biogenese,
Expression der Komplexe der Atmungskette sowie ROS-Homdgostase [38-40]. Aufgrund der
zentralen Rolle von PGC-1a im mitochondrialen Stoffwechsel und weil sich gezeigt hat,
dass die PGC-1a-Aktivitdt bei HF deutlich reduziert ist, wird der Dysregulation von PGC-

la eine relevante Bedeutung bei der Pathogenese der HF zugeschrieben [29, 41].

1.2.3 Atmungskette und oxidative Phosphorylierung

Die OXPHOS l4uft iiber fiinf Proteinkomplexe, die Komplex I-V (CI-CV) genannt werden.
Sie sind fiir die Phosphorylierung von ADP zu ATP unter Sauerstoffverbrauch zustiandig und
bilden damit die gemeinsame Endstrecke der Prozesse der Zelle, die Energie bereitstellen.

Abb. 1 liefert eine schematische Darstellung der wichtigsten beteiligten Prozesse.

Elektronentransport

4H 41"
i]

Intermembranraum "\ ﬂf

Innere

mitochondriale

Membran
Mitochondriale
Matrix

%—T"} )
NAD" +H* ATP

NADH 4H

— — —— S N S——

Komplex I Komplex 1 Komplex 1T Komplex IV Komplex V

Abb. 1: Schematische Darstellung der Funktion der Atmungskette, modifiziert nach [42-44].
Komplex I, IIT und IV bauen einen Protonengradienten auf, der durch Komplex V abgebaut und zur
ATP-Synthese genutzt wird. Komplex I, I und das ETF-System tragen indirekt durch Reduktion des
Ubichinons bei. Somit dienen Glutamat (iiber CI), Succinat (iiber CII) und Fettséuren (iiber ETF) als
Substrate fiir die Elektroneniibertragung [45]. ADP: Adenosin-Diphosphat; ATP: Adenosin-
Triphosphat; Cyt c: Cytochrom c; ETF: Electron transfer flavoprotein; ETF:QO: Electron transfer
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flavoprotein:Ubichinon-Oxidoreduktase; FADH: Flavin-Adenin-Dinukleotid; Fo/Fi: Untereinheiten
der ATP-Synthase (Komplex V); NADH: Nicotinamidadenindinukleotid; Q: Ubichinon (Q-
Jjunction); Ap: Protonengradient

Die Proteinkomplexe sind in der inneren mitochondrialen Membran integriert. Gemeinsam
bauen CI (NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase), CIII (Ubichinol-Cytochrom c-Oxidoreduk-
tase) und CIV (Cytochrom c-Oxidase) einen elektrochemischen Protonengradienten {iber die
innere mitochondriale Membran auf, dessen Potential durch CV (ATP-Synthase) fiir die
Phosphorylierung von ADP zu ATP genutzt wird. Diese Proteinkomplexe lagern sich zu
festen Gruppen in definierter Stochiometrie zusammen und werden dann als Superkomplexe
bezeichnet [42]. CII (Succinat-Ubichinon-Oxidoreduktase) triagt durch Reduktion des Ubi-
chinons (Coenzym Q) zu Ubichinol indirekt zum Protonengradienten bei, transportiert aber
im Gegensatz zu CI und CIII-IV selbst keine Protonen. Mehrere weitere Mechanismen,
darunter CI und das Elektronen-transferierende Flavoprotein (ETF) im Zusammenspiel mit
der ETF-Ubichinon-Oxidoreduktase, tragen zur Reduktion von Ubichinon bei, was bei
vollstdndiger Substratsittigung einen zusdtzlichen Effekt fiir den Elektronentransport
ausmacht (Q-junction) [46, 47]. CIII, CIV und CV bilden die gemeinsame Endstrecke des
Elektronentransports. CIV libernimmt die Elektronen des Cytochrom ¢ und iibertrégt sie auf
Sauerstoff, wobei Wasser entsteht. CV, die Fi/Fo-ATP-Synthase, nutzt den Abbau des aus
CI, CIII und CIV entstandenen Protonengradienten fiir die Katalyse der Reaktion von ADP
und anorganischem Phosphat zu ATP. Hierbei flieBen die Protonen durch den in der inneren
mitochondrialen Membran befindlichen Fo-Teil, was eine Rotation bewirkt, die wiederum
die fiir die ATP-Synthese nétigen Konformationsédnderungen des Fi-Teils bewirkt [43].

In einem geschlossenen System (etwa der Kammer eines Oxygraphen) ist die Aktivitét des
CIV und damit der gemeinsamen Endstrecke der Atmungskette direkt proportional zum
Sauerstoffverbrauch, wodurch iiber die Messung der Anderung der Sauerstoffkonzentration
nach der Zeit eine Aussage iliber die Aktivitit der Atmungskette moglich ist [45]. Es wird
definiert (mit +=Zeit) [45]:

d[0,](t)

Respiration = —
p dt

Da die Respiration neben der Effizienz der Mitochondrien auch abhingig von ihrer Menge

ist, gro3e Proben permeabilisierten Gewebes mit vielen Mitochondrien also mehr Sauerstoff
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verbrauchen als kleine, sollte die Respiration auf das Probengewicht normiert werden [45].

Damit wird beschrieben (mit m=Masse, t=Zeit):

d[o,](t) 1
dt Mprope

Respirationp,ope = —

1.2.4 Respiratorische Stadien

Nach B. Chance und G. R. Williams werden bei der respirometrischen Messung der
oxidativen Phosphorylierung fiinf klassische FlieBgleichgewichtszustinde oder Stadien
(englisch States) definiert [43, 48]. Diese unterscheiden sich in der Verfligbarkeit fiir die
oxidative Phosphorylierung bendétigter Substrate bzw. von Sauerstoff, wodurch die
mitochondriale Respiration durch unterschiedliche Schritte limitiert wird (siehe Tabelle 2).
Diese klassischen Stadien konnen in isolierten Mitochondrien erreicht werden, sind als
Modell in permeabilisiertem Gewebe aber problematischer, da in diesem teils noch endogene
Substrate wie ADP vorhanden sind, die nicht vllig verbraucht werden konnen [45]. Gnaiger
et al. unterscheiden daher nach respiratorischen Zusténden in einem neuen System, das auf
hochauflosende Respirometrie auch in permeabilisiertem Gewebe ausgelegt ist (siche

Tabelle 3) [45].

Respirationsstadium Vorhanden Limitiert durch

State 1 (0)} ADP, Substrat

State 2 O,, ADP Substrat

State 3 0O,, ADP, Substrat Mitochondriales Membranpotential
State 4 O3, Substrat ADP

State 5 ADP, Substrat O

Tabelle 2: Die klassischen respiratorischen Stadien nach Chance und Williams (1955).
Modifiziert nach [43, 48].

Hierbei kann mit verschiedenen Hemmstoffen gearbeitet werden, die spezifisch Komplexe
der Atmungskette inhibieren. So kann etwa, da in permeabilisiertem Gewebe endogenes
ADP nicht vollstidndig verbraucht und damit ein klassischer State 4 nicht erreicht werden
kann, durch Zugabe von Oligomycin wihrend State 3 (bzw. OXPHOS) die ATP-Synthase

gehemmt und dadurch ein dem State 4 quantitativ sehr naher State 4o (bzw. LEAK, siche
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Tabelle 3) erreicht werden [45, 49]. In diesem Fall der aufgehobenen Phosphorylierung wird
also nur der zur Aufrechterhaltung des mitochondrialen Membranpotentials benétigte
Sauerstoffverbrauch gemessen. Der stindige Abbau des Protonengradienten, der das
chemiosmotische Potential der mitochondrialen Membran ausmacht, sorgt aulerdem dafiir,
dass ein vollstdndig gekoppeltes Stadium nicht erreicht werden kann, weshalb Gnaiger et al.
zwischen partiell gekoppelter und vollstindig entkoppelter Respiration unterscheiden.
Partiell gekoppelte Respiration im Sinne der OXPHOS-Kapazitdt entspricht State 3 nach
Chance und Williams; vollstindige Entkopplung wird im experimentellen Rahmen durch
Hinzufiigen eines Entkopplers (z.B. Carbonylcyanid-p-Trifluoromethoxyphenylhydrazon
(FCCP)) erreicht [49].

Name des Erlauterung Entsprechendes

Respirationsstadiums klassisches Stadium

LEAK Intrinsische Entkopplung, keine State 4
Phosphorylierung

OXPHOS Partiell gekoppelte maximale State 3
Phosphorylierung

ETS-Kapazitit Vollstindig entkoppelte Respiration | -

ROX Sauerstoffverbrauch durch State 2

oxidative Nebenreaktionen

Tabelle 3: Von Gnaiger et al. vorgeschlagene Unterscheidung respiratorischer Stadien, die auch
auf permeabilisiertes Gewebe angewendet werden konnen [45]. ETS: Elektronen-
transferierendes System; ROX: Residual oxygen consumption

1.3 Storungen des Energiemetabolismus bei Herzinsuffizienz

Der Energiestoffwechsel des Herzens ist bei Herzinsuffizienz auf mannigfaltige Weise
gestort, insbesondere durch die Beeintridchtigung der Energieproduktion [22], fehlerhaften
Substratgebrauch [24] und iiberméBige ROS-Produktion [50], aber auch durch die aus dem
fehlerhaftem Substratgebrauch resultierende Akkumulation schadhafter Intermedidrmeta-
bolite [29].

Die Beeintrachtigung der Energieproduktion spielt eine zentrale Rolle bei der Pathogenese
der HF [22, 51], wobei kardiale Mitochondrien bereits in frithen Stadien von Dysfunktionen

betroffen sind, die sich im Verlauf progressiv zeigen [52]. Mitochondrien zeigen im
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versagenden Herzen eine verringerte Respiration bei unterschiedlichem Substratangebot und
inhibierte OXPHOS-Kapazitét [24, 53-57]. Durch verminderte OXPHOS wird weniger ATP
als unter gesunden Bedingungen zur Verfiigung gestellt, was die Kontraktilitdit der
Sarkomere einschrianken kann und durch verringerten Sauerstoffverbrauch widergespiegelt
wird [22]. Gleichzeitig findet eine vermehrte Katecholaminausschiittung statt, wodurch die
Herzarbeit stimuliert und vermehrt ATP umgesetzt wird, was zu erhohten Konzentrationen
von ADP im perimyofibrilliren Mikrokompartiment und nahe der sarkolemmalen Ionen-
pumpen fiihrt. Dies inhibiert die Kontraktilitdt und limitiert die inotrope Reserve noch weiter
[22]. Die verringerte ATP-Bereitstellung erfolgt nicht zuletzt aufgrund einer Verringerung
der Expression von Proteinen der Atmungskette sowie der ATP-Synthase [22, 58] und
Defekten in diesen Enzymen [24]. Eine zentrale Bedeutung fiir das verminderte Vorkommen
dieser Proteine wird der Verringerung der PGC-1o-Expression sowie der posttranslationalen
Modifikation von PGC-1a im versagenden Herzen zugeschrieben [22, 29, 37, 41, 52].

Der Substratgebrauch ist im versagenden Herzen auf bedeutende Weise verdndert, wobei
insbesondere die charakteristische metabolische Flexibilitdt des gesunden Myokards (vgl.
1.2.2) eingeschrankt wird [31]. Obwohl nicht génzlich geklért ist, ob der Fettsduren-
Gebrauch in frithen Stadien der HF auf einem gleichen Niveau bleibt oder sogar leicht
ansteigt, ist weitgehend einheitlich beobachtet worden, dass die Fettsduren-Oxidation bei
fortgeschrittener HF deutlich abnimmt [22, 24, 29, 35, 37, 59, 60]. Hierbei fehlt allerdings
eine entsprechende Verringerung der Aufnahme von Fettsduren in die Myozyten. Da
gleichzeitig in fortgeschrittenen HF-Stadien das Angebot durch freie Fettsduren im Serum
erhoht ist [61], fiihrt dies letztlich zu einer Akkumulation von Fettsduren im Cytosol im
Herzen [29, 62]. Hierbei entstehen vermehrt metabolische Intermediate wie Ceramide und
Diacylglycerol, die toxisch wirken konnen [24, 35, 63] und insbesondere den Insulin-
Signalweg inhibieren [29, 64]. In friihen HF-Stadien steigt der Verbrauch von Glucose
zunidchst an, um bei fortschreitender Insulinresistenz im spéteren Krankheitsverlauf
ebenfalls deutlich abzunehmen [22, 52, 65]. Ein initial gestiegener Beitrag der Glucose-
verbrennung ist aufgrund des hoheren ATP-Ertrags bezogen auf verbrauchten Sauerstoff
(vgl. 1.2.2) zwar giinstig, kann aber den Ausfall aus der verringerten Fettsduren-Oxidation
nicht kompensieren [24, 29]. Auch Glucose wird in groflerer Menge aufgenommen als
oxidiert, wodurch es zur intrazelluldren Akkumulation von Glucose und seinen Abbau-
produkten kommt, was die Insulinresistenz verstirken kann [66]. Ein Uberladen des Herzens
mit Substraten fiir die Energieproduktion, die nicht addquat weiter verwertet werden kdnnen,
hat demnach toxische Folgen fiir die Zelle (Schema: sieche Abb. 2) [66]. Insulinresistenz
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konnte daher bei erhdhtem Substrat- und Insulinangebot ein kardioprotektiver Faktor sein,

der das Herz zum Teil vor den toxischen Folgen der Substratiiberladung schiitzen kann [67].

{ Adaptation Adaptation

Lipotoxizitit Glucotoxizitit

Fettverbrennung Glucoseverbrennung

Abb. 2: Schema der Substratauswahl des Herzens nach Taegtmeyer und Ballal [68]. Das gesunde
Herz hélt demnach ein physiologisches Gleichgewicht zwischen Glucose- und Fettsdureverbrauch
und kann bei Belastung oder Uberangebot eines Substrats in einem gewissen Rahmen adaptieren.
Beide Extreme konnen aber toxische Wirkungen auf das Herz entfalten.

Eine geregelte Produktion von ROS dient im gesunden Herzen als wichtiges Signalsystem
fiir viele homoostatische Mechanismen und die Adaptation bei Stress [69]. ROS entstehen
bei verschiedenen Schritten des Elektronentransports in der Atmungskette im Mitochon-
drium, insbesondere an CI und CIII [42], sowie durch die Nikotinamidadenindinukleotid-
phosphat-Oxidasen und andere Mechanismen [69]. Das héufigste Intermedidrprodukt ist
hierbei das Superoxidradikal O»", das in der Regel schnell durch die Superoxiddismutase zu
Wasserstoffperoxid (H202) umgewandelt und etwa durch Glutathionperoxidasen eliminiert
wird. Auch nichtenzymatische Mechanismen liber Antioxidantien existieren. Produktion und
Abbau sind eng gekoppelt und sorgen unter gesunden Bedingungen fiir ein limitiertes
Vorkommen und geregelte Signalwege von ROS [50].

Bei HF kommen ROS deutlich vermehrt vor. In den Mitochondrien des versagenden Herzens
ist sowohl die Produktion von ROS in der Atmungskette erhoht als auch der Abbau gestort,
was zu vermehrtem Anfallen von H>O; und Hydroxylradikalen fiihrt [50, 70]. Dieses
Ungleichgewicht fiihrt iiber verschiedene Wege zu Fehlern im Herzen, darunter
Veranderungen des Calciummetabolismus, Beglinstigung von Arrhythmien sowie
struktureller Umbau durch maladaptive Signale fiir Hypertrophie, verstirkte Apoptose und
Nekrose [50]. Dies fiihrt zu linksventrikuldrer Dysfunktion und begiinstigt die HF weiter,

weshalb ROS eine zentrale und kausale Rolle in der Pathogenese der HF einnehmen [50].

11



Einleitung

Relevant ist hierbei zusétzlich die Lokalisation des Auftretens von oxidativem Stress: Da in
Mitochondrien besonders viele ROS entstehen, sind mitochondriale Prozesse besonders
gestort und ist mtDNA, die aulerdem durch das Fehlen protektiver Histone um ein vielfaches

mutationsanfilliger ist als nukledre DNA, unmittelbar gefdhrdet [18, 27, 50].

1.4 Unterschiede der mitochondrialen Funktion bei verschiedener
Atiologie und Komorbidititen der Herzinsuffizienz

Der metabolische Phénotyp des versagenden Herzens kann je nach Pathogenese und Stadium
der HF variieren [24, 52]. Da menschliches Herzmuskelgewebe limitiert zur Verfiigung
steht, stammen viele Ergebnisse zur mitochondrialen Funktion bei HF aus Tiermodellen
[24]. Wenige Studien am menschlichen Herzen stellen mogliche Unterschiede zwischen HF-
Patienten mit verschiedener Atiologie als direkten Vergleich in den Vordergrund.

Verschiedene Arbeitsgruppen haben verminderte mitochondriale Respiration oder Aktivitét
der Atmungskette bei HF im Vergleich zu Kontrollen ohne Herzerkrankungen nachge-
wiesen, was zunichst unabhingig von der Atiologie der HF war [53-58]. Keine der Studien,
die ihre Patienten nach ICM und DCM oder anderen Gesichtspunkten der Pathogenese der
HF unterschieden haben, konnte signifikante Unterschiede in der mitochondrialen Funktion
darstellen, wobei allen diesen Gruppen relativ geringe GruppengroBlen zur Verfligung
standen (siche auch Abschnitt 4.2). In einem Fall wurde allerdings im direkten Vergleich
zwischen ICM und DCM ein nicht signifikanter Trend beschrieben, nach dem die
Respiration (normiert auf Proteingehalt) ohne Fettsduren-Zugabe in ICM-Herzen groBer sei
als bei DCM [53]. In einigen Féllen wurden Hinweise auf verringerten Mitochondriengehalt
bei HF im Vergleich zu nicht-versagenden Herzen durch Messung verringerter CSA
gefunden [56, 71], in anderen Fillen aber zeigte sich kein signifikanter Unterschied [54, 58].
Zudem konnten Stride und Kollegen nachweisen, dass die CSA in chronisch ischdmischem
Myokard im Vergleich zu nicht-ischdmischem Muskel reduziert ist [72]. Eine Studie am
Myokard herzinsuffizienter Patienten von Ahuja et al. aus dem Jahr 2013 verglich direkt
Patienten mit ICM und DCM sowie einer Kontrollgruppe [21]. Hierbei konnte festgestellt
werden, dass die Mitochondrien bei DCM zahlreicher waren als bei ICM, dabei allerdings
abnormale Morphologie aufwiesen und signifikant mehr Mutationen in der mtDNA trugen

[21].
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Der mitochondriale Stoffwechsel spielt eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von
Insulinresistenz und T2DM [64, 73], wobei Diabetes-assoziierte Stoffwechselverdnderungen
wesentlich zur Pathogenese der HF beitragen konnen [29, 62]. Andersherum beeintrachtigen
Insulinresistenz und T2DM die mitochondriale Funktion im Herzen [74-79] und, mdglicher-
weise dadurch [80], die Ischdmietoleranz des Myokards [81]. Durch Insulinresistenz bei
T2DM ist das Herz dariiber hinaus in besonderer Weise auf Fettsduren als Energietriger
angewiesen [82] und verliert seine Flexibilitit, auf Anderungen des Substratangebots zu
reagieren [83]. Eine Zusammensetzung der Patientengruppen, die im Hinblick auf den
T2DM-Status nicht vergleichbar sind, wére demnach ein mdglicher Storfaktor bei der
Untersuchung der mitochondrialen Funktion und des Substratgebrauchs bei HF bzw. bei
ICM und DCM.

Als niederschwellig zugéngliche klinische Parameter fiir Diabetes und Glykdmie werden
haufig das glykierte Himoglobin Aic (HbAic) und der momentane Glucosespiegel im Blut
herangezogen. Der HbA.-Wert unterliegt gewissen Unsicherheiten und ist insbesondere
abhéngig von der Lebensdauer der Erythrozyten und damit von etwaigen Bluttransfusionen,
welche perioperativ bei Patienten mit terminaler HF hiufig vorkommen konnen [84]. In der
Analyse eines anderen Arms der hier vorliegenden Studie zeigte der HbA. keinen
Zusammenhang mit der myokardialen mitochondrialen Respiration, wohl aber die momen-
tane Blutglucose [44]. Es gibt aulerdem Anzeichen dafiir, dass HbA . und Glucosespiegel
bei Patienten mit oder ohne Diabetes unterschiedliche Zusammenhinge mit der Funktion der

kardialen Mitochondrien haben kann [79].

1.5 Mitochondrien als mogliches Therapieziel bei Herzinsuffizienz

Der mitochondriale Stoffwechsel und die Energieproduktion ist bei HF in vielfacher Weise
gestort und présentiert sich damit als attraktives Feld fiir die Suche nach neuen
Therapieansdtzen. Die aktuellen Therapieregime konzentrieren sich darauf, den Energie-
verbrauch des Herzens zu senken und damit die Disbalance zur gestorten Energieproduktion
zu beseitigen, wobei aber eine reduzierte Energiereserve und Belastungstoleranz bestehen
bleiben [18]. Neue Ansétze kdnnten dazu beitragen, die Bereitstellung von Energie fiir das
geschwichte Herz unmittelbar zu erhohen und damit die potentielle Reversibilitdt der
Kontraktionsschwiche zu nutzen, die in vielen Fillen besteht [18, 85]. Diese Ansatzpunkte
bestehen unter anderem in der Beeinflussung der mitochondrialen Biogenese und des

Substratgebrauchs fiir die Energiegewinnung, von Schiden der Atmungskette sowie in der
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Modulation der ROS-Produktion der kardialen Mitochondrien [18, 19]. Die Ideen in diesen
Bereichen sind vielfiltig und in mehreren Ubersichtsarbeiten ausfiihrlich behandelt worden
[18-20, 52, 85]. In der klinischen Testphase [86] befindet sich beispielsweise Elamipretid,
ein Tetrapeptid, welches sich mit Cardiolipin verbindet, die Expression der Enzyme der
Atmungskette erhoht und in sogenannten Superkomplexen (vergleiche Abschnitt 1.2.3)
stabilisiert, womit es zu verbesserter Respiration, hoherer maximaler ATP-Produktion und
geringerer ROS-Produktion bei Herzinsuffizienz beitragen kann [20, 87]. Auf dtiologische
Unterschiede wird teils bereits besonderes Augenmerk gelegt: Im speziellen Fall des
Wirkstoffs Trimetazidin hat sich bereits gezeigt, dass dieses Medikament bei HF
ischdmischer [88] bzw. nicht-ischdmischer Genese [89] unterschiedliche Effektivitit zeigt.
Auch eine klinische Studie zur Substitution von Coenzym Q zeigte einen nicht-signifikanten
Trend, nach dem Coenzym Q-Substitution bei Herzinsuffizienzpatienten mit DCM eine
bessere Wirksamkeit haben konnte als bei Patienten mit anderer HF-Genese [90].

Auch bestehende Therapien haben Effekte auf den Energiestoffwechsel bei fortgeschrittener
HF gezeigt. Kardiales unloading mittels LVAD kann zur Erholung des Herzens beitragen,
da hierbei unter anderem zelluldre Hypertrophie [91], mtDNA-Schédden [21] sowie die ROS-
Belastung reduziert [92] und Lipotoxizitit durch Ceramide und Diacylglycerol im Herzen
sowie Insulinresistenz im gesamten Korper verringern werden konnen [93]. Interessanter-
weise trdgt die LVAD-Therapie bei ICM-Herzen, nicht aber bei DCM-Herzen, durch
Normalisierung des Gehalts und der Zusammensetzung des Cardiolipins zur Erholung der

mitochondrialen Funktion bei [94].

1.6 Myokardiale Inflammation bei Herzinsuffizienz

1.6.1 Inflammation und Fibrose im versagenden Herzen

HF wird in vielen Féllen durch einen Zustand chronischer Inflammation begleitet, wobei
sowohl das angeborene als auch das erworbene Immunsystem eine wichtige Rolle spielen
[95, 96]. Das angeborene Immunsystem wird durch pattern recognition receptors aktiviert,
welche unter anderem auf Kardiomyozyten exprimiert werden, wodurch proinflamma-
torische Signalkaskaden in Gang gesetzt werden [95]. Die Expressionsmuster hiermit
verbundener Gene unterscheiden sich zwischen Patienten mit ICM oder DCM [97].
Fortgeschrittene HF wird durch erhohte Spiegel zirkulierender proinflammatorischer

Zytokine begleitet, was mit verschlechterten klinischen Resultaten vergesellschaftet ist [96,
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98, 99]. Auch myokardiale Infiltration mit Makrophagen besteht bei HF, dies bei ICM und
DCM in vergleichbarem Ausmal} [100]. Makrophagen sind eine heterogene Zellart und
konnen pro- und antiinflammatorische Wirkungen haben. Bei myokardialem Schaden
infiltrieren sie das Herz und tragen zu strukturellem Umbau und Fibrosierung bei [101].
Wihrend das angeborene Immunsystem eine globale und unspezifische Antwort auf
Stressoren liefert, reagiert das erworbene Immunsystem gezielter. T-Zellen machen den
Hauptteil der zelluliren Immunantwort aus und infiltrieren das Herz sowohl unter
infektiosen (z.B. virale Myokarditis) als auch unter sterilen Bedingungen (z.B. Ischdmie oder
abnormale Druckbedingungen) [102]. Diese kardiale T-Zell-Rekrutierung tritt bei Patienten
mit ischdmischer sowie nicht-ischdmischer HF auf [102-105]. T-Zellen exprimieren das
Oberflachenprotein cluster of differentiation (CD) 3 und lassen sich grob in CD8-positive
zytotoxische T-Zellen und CD4-positive T-Helferzellen -einteilen. Sowohl unter
ischdmischen als auch nicht-ischdmischen Bedingungen kann eine bei HF dysregulierte
zelluldre Immunantwort zu myokardialem Schaden beitragen [95]. Gesteigerter oxidativer
Stress durch ROS sowie verringerte OXPHOS bei HF begiinstigen kardiale Inflammation
[70, 106]. Kiirzlich konnte auBerdem beschricben werden, dass bei hoherer kardialer
Inflammation bei TransplantatabstoBung auch die myokardiale OXPHOS eingeschrinkt ist
[107]. Kardiale Inflammation nimmt damit eine zentrale Position in der metabolischen
Abwirtsspirale bei HF ein, die durch geschiadigte Mitochondrien getragen wird [70].
Sowohl kardiale Inflammation als auch oxidativer Stress bei mitochondrialem Schaden
begilinstigen die Entwicklung myokardialer Fibrose [108, 109]. Fibrosierung ist zunéchst ein
adaptiver Mechanismus mit Reparaturfunktion und tritt sowohl bei ischdmischer als auch
nicht-ischdmischer HF auf[109]. Bei andauernder Aktivierung von Fibroblasten — wie durch
iibermédfigen oxidativen Stress — wird iiberméBige Fibrosierung jedoch zum maladaptiven
Mechanismus und schidigt das Herz in Struktur und Funktion [109]. Das Ausmal kardialer
Fibrose bei HF ist ein unabhingiger Pridiktor fiir schlechte klinische Verldufe und héhere
Mortalitét [108], wobei unklar ist, ob Patienten mit ischdmischer bzw. nicht-ischdmischer
HF-Genese hohere Grade von Fibrosierung aufweisen. Bisherige Elemente der Therapie von
HF und koronarer Herzerkrankung, z.B. Angiotensin converting enzyme (ACE)-Hemmer,
Mineralocorticoid-Rezeptorantagonisten und Statine, sind in der Lage, direkt oder indirekt
myokardiale Fibrosierung giinstig zu beeinflussen, wihrend gleichzeitig an neuen Strategien
der Reduktion maladaptiver Fibrosierung gearbeitet wird [110]. In Grof3tiermodellen haben

sich zudem Hinweise auf eine giinstige Beeinflussung der myokardialen Fibrosierung nach
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Myokardischdmie durch sodium-glucose cotransporter 2 (SGLT2) -Inhibitoren gezeigt

[111, 112], hieriiber fehlen jedoch zurzeit noch belastbare Daten von menschlichen Herzen.

1.6.2 Immunsuppressive Therapie bei Herzinsuffizienz

Bereits in den 1980er Jahren wurden Studien zu mdglichem Nutzen von Immunsuppression
mittels Prednison bei Patienten mit HF aufgrund von DCM entwickelt. Damals waren die
klinischen Vorteile gering und eine immunsuppressive Therapie konnte nicht empfohlen
werden [113]. Verbesserte Selektion der Patienten konnte in einer weiteren Studie bereits zu
einem Nachweis erhohter LVEF nach bis zu zwei Jahren bei Patienten mit HF aufgrund von
DCM und Immunsuppression mittels Prednison und Azathioprin beitragen [114]. Eine
retrospektive Analyse von Patienten mit Myokarditis ergab zudem eine bedeutend bessere
Wirksamkeit immunsuppressiver Therapie nach dem Ausschluss kardiotroper Viren in der
Myokardbiopsie [115]. Diese Entdeckung bildete die Grundlage mehrerer erfolgreicher
klinischer Studien, die weitere kurz- und langfristige Vorteile immunsuppressiver Therapie
bei Patienten mit nicht-ischdmischer, inflammatorischer Kardiomyopathie nachweisen
konnten [116-119].

In der jiingeren Zeit haben klinische Studien zur immunsuppressiven Therapie auch bei
Patienten mit koronarer Herzerkrankung mit oder ohne systemische Inflammationszeichen
stattgefunden. Dies geschah jedoch meist nicht mit dem Blick auf HF-assoziierte Endpunkte,
sondern mit dem priméren Ziel, die Rate kardiovaskulérer Ereignisse wie Myokardinfarkte
zu senken, oder Endpunkte wie die Infarktgroe nach akutem Myokardinfarkt und
Koronarintervention zu verbessern, was wechselhaften Erfolg lieferte [120-122]. Meist
wurden zudem Patienten mit fortgeschrittener HF aus der Kohorte ausgeschlossen [120,
121]. Als proof of principle diente schlieBlich die Canakinumab Anti-inflammatory
Thrombosis QOutcome Study (CANTOS) [123]. Diese testete Canakinumab, einen
monoklonalen Antikorper gegen Interleukin-1f mit antiinflammatorischer Wirkung, bei
Patienten mit Myokardinfarkt in der Vorgeschichte und mit hochsensitivem C-reaktivem
Protein (CRP) im Serum von mehr als 2 mg/L. Hierbei konnte durch Gabe von Canakinumab
eine Reduktion von Myokardinfarkten, Schlaganfillen und kardiovaskuldr bedingten
Todesfdllen im Vergleich zur Placebo-Gruppe herbeigefiihrt werden, wéhrend sich
systemische Entziindungsparameter wie Interleukin-6 und hochsensitives CRP verringerten
[123]. Eine Subanalyse dieser Studie zeigte zwar keinen signifikanten Vorteil der Gabe einer
bestimmten Dosis Canakinumab, aber einen Trend zu dosisabhingiger Risikoreduktion

beziiglich Hospitalisierungen aufgrund von HF bzw. HF-bedingten Todesfillen nach
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Canakinumab-Gabe [124]. Hierbei lagen allerdings keine Informationen iiber die
anfiangliche LVEF der Patienten vor; auch wurden hochsensitives CRP und Interleukin-6 im
Serum als einzige Marker fiir Entziindung betrachtet. Diese Ergebnisse werfen die Frage auf,
ob auch Patienten mit ischdmisch bedingter HF und mit manifester, histologisch gesicherter
zelluldrer myokardialer Inflammation deutlicher von immunsuppressiver Therapie

profitieren kdnnten.

1.7 Ziele der Arbeit

Vor dem Hintergrund moglicher Therapieoptionen ist es klinisch relevant, {iber den
Energiemetabolismus bei Herzinsuffizienzpatienten mit unterschiedlicher Atiologie und
unterschiedlichem myokardialem Inflammationsstatus genauere Informationen zu erhalten
und potentielle Unterschiede zu identifizieren. In der bestehenden Literatur wird regelméBig
auf die Schwierigkeit hingewiesen, die durch die Heterogenitit der HF-Atiologien fiir die
Untersuchung des Energiestoffwechsels besteht [24, 52, 56].

Ziel dieser Arbeit war, den myokardialen Energiemetabolismus von Patienten mit HF
aufgrund von ICM und DCM genauer zu analysieren. Es sollte herausgestellt werden,
inwiefern myokardiale Inflammation bei Patienten unterschiedlicher HF-Genese besteht und
wie sich diese zur mitochondrialen Funktion verhilt.

Daraus folgen die Hypothesen:

1. Die mitochondriale Respiration unterscheidet sich bei herzinsuffizienten Patienten,
je nachdem, ob der Krankheit eine ICM oder DCM zugrunde liegt.

2. ICM und DCM sind unterschiedlicher Belastung durch reaktive Sauerstoffspezies
ausgesetzt.

3. Das AusmaB der Fibrosierung sowie Inflammation im Myokard unterscheidet sich
zwischen Patienten mit [CM und DCM.

4. Myokardiale Fibrose und Inflammation korrelieren mit mitochondrialer OXPHOS

und oxidativem Stress im Herzen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

Blutentnahme

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

Hautantiseptikum (kodan® Tinktur forte farblos 250ml Flasche, Art.-Nr.: 104005,
Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt, Deutschland)

Venenstauer (medimex Venenstauer classic, Art.-Nr.: 8M50100001, medimex
GmbH, Limburg, Deutschland)

Blutentnahmeset mit Halter (BD Vacutainer® Safety-Lok™ 21G (0,8 mm x 19
mm)/23G (0,6 mm x 19 mm), 305mm Schlauch, Luer-Adapter, REF 367286/367288,
BD Belliver Industrial Estate, Plymouth, UK)

Serum-Rohrchen 3,5mL/5mL (BD Vacutainer® SSTTM II Advance Plus Collection
Blood Tubes, REF 367955/367957, BD Belliver Industrial Estate, Plymouth, UK)
Citrat-Rohrchen 2,7 mL (BD Vacutainer® 9NC 0.129M, REF 363079, BD Belliver
Industrial Estate, Plymouth, UK)

EDTA Blutbild-Réhrchen 3 ml (BD Vacutainer® K,EDTA 5,4 mg, Plus Blood
Collection Tubes, REF 368499, BD Belliver Industrial Estate, Plymouth, UK)
Einmalhalter aus Kunststoff (BD Vacutainer® Einmalhalter, REF 364815, BD
Belliver Industrial Estate, Plymouth, UK)

Einmalspritze (B. Braun Injekt® Solo 2 mL/5 mL/10 mL/20 mL, Luer-Ansatz, REF
4606027V/4606051V/4606108V/4606205V, B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland)

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

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

Labormaterialien

Substratspritzen (Hamilton® Syringe 700 Series, 10uL [REF 80365]; 25 puL [REF
80465]; 50 uL [REF 80521], Hamilton Central Europe S.R.L., Ghiroda, Ruménien)
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Pipettenspitzen (epT.I.P.S.® Reloads 2-200 ul, LOT: F1689590; epT.I.P.S.® Reloads
50-1000 ul, LOT: F1688470; epT.I.P.S.® Standard/Bulk 100-5000 ul, LOT:
F1689930, Eppendorf AH, Hamburg, Deutschland)

6-well-Zellkulturplatten (VWR® Treated Tissue Culture Plates: 6 wells, sterile, REF:
734-2323, VWR International, LLC, Radnor, USA)

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

Rohrchen konisch 15 mL/50 mL (Falcon® 15 mL/50 mL High-Clarity Polypropylene
Conical Tube, REF 352096/352098, Corning Science Mexico, Reynosa, Tarnaulipas,
Mexiko)

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

Vernichtungsbeutel (oehmen® Vernichtungsbeutel 300mm x 200mm x 0,05mm,
Art.-Nr.: VB20, Ochmen Labortechnik, Essen, Deutschland)

Glaskiigelchen (Glas-Beads, 2mm, Katalog-Nr.: 1.04014, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen, Deutschland)

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

2.1.2 Chemikalien

Hochauflosende Respirometrie

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

Malat (M1000 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen, Deutschland)
Glutamat (G1626 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen, Deutschland)
Succinat (S2378 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen, Deutschland)
Cytochrom ¢ (C7752 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen,
Deutschland)

Octanoyl-Carnitin (Katalog-Nr. 0605, TOCRIS Bioscience, Bristol, UK)
Adenosin-Diphosphat (A5285 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen,
Deutschland)

Oligomycin (04876 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen, Deutschland)
Rotenon (R8875 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen, Deutschland)
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Antimycin A (A8674 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen,
Deutschland)

Carbonylcyanid-p-Trifluoromethoxyphenylhydrazon (FCCP) (C2920 Sigma,
Sigma-Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen, Deutschland)

Amplex® Red Reagens (A12222 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
Meerrettich-Peroxidase (J60026.MC Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
Wasserstoffperoxid (H202) 30% (H1009 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, Deutschland)

Pufferlosungen

MiROS5 Oxygraphenpuffer, bestehend aus:

Ethylenglycol-bis(aminoethylether-)-N,N,N’ ,N’-tetraessigsdure =~ (EGTA) [0.,4
mmol/L] (E4378, Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland)
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl, 6H>O) [3 mmol/L] (M2670, Sigma, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland)

Kalium-Lactobionat [60 mmol/L] (153516, Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, Deutschland)

Taurin [20 mmol/L] (T0625 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland)

KH>PO4 [10 mmol/L] (P5655 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland)

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure (HEPES) [20 mmol/L]
(H7523, Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland)

Sucrose [110 mmol/L] (S7903 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland)

Bovines Serum-Albumin [1g/L] (A6003 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, Deutschland)

BIOPS Transport- und Aufbewahrungspuffer, bestehend aus:

CaK: Ethylenglycol-bis(aminoethylether-)-N,N,N’,N’-tetraessigsdure (EGTA) [2,77
mmol/L], enthaltend: EGTA (E4378 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, Deutschland); CaCOs; (C4830 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie-GmbH,
Miinchen, Deutschland)
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K2EGTA [7,23 mmol/L], enthaltend: EGTA (E4378 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen, Deutschland); Kaliumhydroxid (P1767 Sigma, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland)

NaxATP [5,8 mmol/L] (A2383, Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland)

Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl, 6H>O) [6,56 mmol/L] (MA 0036, Scharlab,
Scharlau, Barcelona, Spanien)

Taurin [20 mmol/L] (T0625, Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland)

NasPhosphocreatin [15 mmol/L] (P7936, Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, Deutschland)

Imidazol [20 mmol/L] (56750, Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland)

2-(N-Morpholino)-ethansulfonsdure [50 mmol/L] (M8250, Sigma, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland)

Dithiothreitol (DTT) [0,5 mmol/L] (D0632, Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, Deutschland)

Citratsynthase-Aktivitdtsmessung und Gesamiproteinbestimmung

CelLytic™ MT Cell Lysis Reagent (C3228 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, Deutschland)

Proteasehemmer-Cocktail (P8340 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland)

Assay-Puffer fiir Citratsynthase (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 Lithiumsalz (A2181 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, Deutschland)

Citratsynthase (C4741 Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland)

Oxalacetat (04126 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)

21



213

214

Material und Methoden

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

Gerate

Oxygraph (Oroboros® Oxygraph-2K, Oroboros Instruments, Innsbruck, Osterreich)
Fluoreszensensor (Fluorescence-Sensor Green, O2k-Fluo LED2-Module for
hydrogen peroxide, Oroboros Instruments, Innsbruck, Osterreich)

Waage (ME-T Analysenwaage XP205, Mettler Toledo, Columbus, Ohio, USA)
Schiittelmaschine (VWR® Standard Analog Shaker, STD 3500, SN: 100831001,
Model-Nummer: 980302EU, VWR International, Leuven, Belgien)
Gewebehomogenisierer (TissueLyser II, Katalog-Nr.: 85300, Qiagen, Hilden,
Deutschland)

Pipetten 2,5/10/100/1000/5000u1 (Eppendorf Research® plus, Einkanal, Katalog-Nr.
3120000011/3120000020/3120000046/3121000120/3120000070, Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland)

pH-Meter (PHM 220, MeterLab, Hach Lange GmbH, Diisseldorf, Deutschland)
Vortexer (Reax™ top, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach,
Deutschland)

Zentrifuge (Heracus™ Fresco™ 17 Microcentrifuge, 75002420, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA)

Inkubator (Incubator Classic-Line, BINDER GmbH, Tuttlingen, Deutschland)
Detektionsplattenleser/Mikroplatten-Reader (Infinite® M Plex, Tecan, Miannedorf,

Schweiz)

Software

DatLab® Version 6.1.0.7 (Oroboros Instruments, Innsbruck, Osterreich)

GraphPad Prism® Version 9.2.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA)

IBM® SPSS® Version 27.0.1 (International Business Machines Corporation,
Armonk, USA)

Microsoft Office® 2016 (Microsoft Corporation, Redmond, USA)

i-control™ (Tecan, Ménnedorf, Schweiz)
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2.2 Methoden

2.2.1 Studiendesign

In die vorliegende Studie wurden herzinsuffiziente Patienten eingeschlossen, um Einblicke
in den Energiemetabolismus sowie Entziindungsreaktionen im versagenden menschlichen
Herzen zu erhalten. In andere, hier nicht analysierte Arme der Studie wurden auflerdem
Patienten eingeschlossen, bei denen eine Myokardbiopsie aus anderen Griinden, z.B. virale
Myokarditiden oder AbstoBungsscreening nach HTX, durchgefiihrt wurde. Diese
prospektive, unizentrische Studie wurde am 21.12.2015 von der Ethikkommission der
Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf genehmigt (Aktenzeichen 5263R). Es handelt sich
um eine Unteranalyse der unter www.clinicaltrials.gov mit der Registrierungsnummer
NCT03386864 eingetragenen Studie. Das Studienprotokoll folgte den Richtlinien der
Deklaration von Helsinki der World Medical Association. Alle eingeschlossenen Patienten
gaben nach Aufkliarung durch einen Studienarzt ihr informiertes schriftliches Einverstdndnis

zur Teilnahme an der Studie.

2.2.2 Patientenkohorte

Der Einschluss der hier untersuchten Patienten erfolgte zwischen Mai 2016 und Januar 2020.
Alle Patienten hatten eine terminale HFrEF aufgrund einer ICM oder DCM mit ausgereizter
konservativer Therapie und befanden sich zum stationdren Aufenthalt in der Klinik fiir
Kardiovaskuldre Chirurgie der Universititsklinik Diisseldorf, entweder zur Implantation
eines LVAD oder zur HTX. Patienten, die vor der HTX bereits unter LVAD-Therapie
gestanden hatten, wurden nicht untersucht, da der HTX vorausgegangenes linksventrikuléres
unloading mittels LVAD einen Einfluss auf den myokardialen Energiestoffwechsel haben
kann [21, 92, 93].
Folgende Ausschlusskriterien durften nicht auf die Patienten zutreffen:

- Alter <18 Jahre oder >80 Jahre

- Schwangerschaft

- Aktive Krebserkrankung

- Infektionserkrankungen mit dem Humanen Immundefizienz-Virus, Hepatitis B,

Hepatitis C oder ein hohes Risiko hierfiir
- Immunschwicheerkrankungen
- Infektionserkrankungen in den der Untersuchung vorausgegangenen zwei Wochen

- Suchterkrankungen (Alkohol, Drogen)
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Es wurden zunéchst 124 Patienten eingeschlossen, die eine LVAD-Implantation (n=91) oder
eine HTX erhielten (n=33). In anderen Armen dieser Studie wurden einige dieser Patienten
zu anderen Zeitpunkten erneut untersucht, insbesondere im Rahmen von Verlaufs-
Myokardbiopsien nach erfolgter HTX oder bei HTX nach erfolgter LVAD-Therapie. In der
vorliegenden statistischen Auswertung wurde dabei von jedem Patienten nur ein Ereignis
gewertet. Von den eingeschlossenen 124 Patienten wurden diejenigen Patienten aus der
Analyse entfernt, die vor der HTX bereits eine LVAD-Therapie erhalten hatten (n=8), da
dies die mitochondriale Funktion beeinflussen kann [21, 91-94], die andere Atiologien ihrer
HF als ICM oder DCM hatten (n=9, z.B. fulminante virale Myokarditis, Hypertrophe
Kardiomyopathie usw.), Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 (n=1), Patienten mit DCM
und zusétzlicher koronarer Herzerkrankung (n=4) sowie Patienten, die nach HTX ein LVAD
implantiert bekamen (n=1). Von den iibrigen 101 Patienten wurden alle Messungen
verworfen, bei denen die duflere mitochondriale Membran nicht als intakt angesehen werden
konnte (siche Abschnitt 2.2.4), bei denen das Probengewicht auBBerhalb des Zielbereichs von
0,5 mg bis 1,5 mg lag, die mindestens eine Respiration unter OXPHOS-Bedingungen von
30 pmol O2/(s*mg) aufwiesen, oder bei denen aufgrund von Geritedefekten der verwendeten
Oxygraphen keine Messung moglich war (n=20). Entsprechend lagen die Messergebnisse
von 81 Patienten zur Auswertung vor (n(ICM)=44, n(DCM)=37 bzw. n(LVAD)=59,
n(HTX)=22).

2.2.3 Studienablauf

2.2.3.1 Blutabnahme

Allen Patienten wurde moglichst unmittelbar vor der Operation Vollblut vends nach
Venenpunktion oder aus einem bereits liegenden zentralen Venenkatheter entnommen und
auf die in Tabelle 4 aufgezéhlten Parameter untersucht:
Materialart Untersuchte Parameter
Serum Natrium, Kalium, Calcium, Chlorid, Magnesium, Creatinin,
Cystatin C, Harnstoff, Aspartat-Aminotransferase (ASAT),
Alanin-Aminotransferase (ALAT), y-Glutamyltransferase,
alkalische Phosphatase, Bilirubin, Cholinesterase, Laktat-
Dehydrogenase, Creatin-Kinase, Gesamt-Eiweil3, Albumin, C-

reaktives Protein, hochsensitives Troponin T
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EDTA-Vollblut Leukozytenzahl, Erythrozytenzahl, Himoglobin, Hidmatokrit,
Mittleres korpuskuldres Volumen (MCV), Himoglobingehalt
(MCH) und Himoglobinkonzentration (MCHC), Thrombozyten,
Hamoglobin Alc (HbAlc)

Citrat-Plasma Quick, International Normalized Ratio (INR), Partielle
Thromboplastinzeit (PTT)

Tabelle 4: Im Blut der Studienpatienten analysierte Parameter.

Uberschiissiges Probenmaterial wurde bei -80°C eingefroren, um fiir spitere Analysen zur
Verfiigung zu stehen. Aus der ersten Blutgasanalyse, die standardmiBig wéhrend der
Operation durchgefiihrt wurde, konnten auBlerdem die momentane Blut-Glucosekonzen-

tration und der Lactatspiegel iibernommen werden.
2.2.3.2 Gewebeakquisition

2.2.3.2.1 Im Rahmen der LVAD-Implantation

Zur Implantation eines LVAD (HeartWare HVAD®, Medtronic plc, Dublin, Irland oder
HeartMate 3® LVAD, Abbott Laboratories, Abbott Park, USA) werden die Aorta ascendens
und der linksventrikuldre Teil des Apex cordis entweder mittels Sternotomie oder partieller
Sternotomie mit zusitzlicher lateraler Thorakotomie links freigelegt. Nach Anschluss der
Herz-Lungenmaschine und Aufndhen eines Halterings wird der apikale Teil des linken
Ventrikels zirkuldr exzidiert, um den Einflusstrakt des Unterstiitzungssystems in den
Ventrikel einbringen zu konnen, und der Ausflusstrakt des Geréts mit der Aorta ascendens
anastomosiert.

Aus dem herausgeschnittenen Stlick des kardialen Apex wurde ein muskelreiches und
makroskopisch narbenfreies Stiick Myokard abgetrennt und unmittelbar in BIOPS-Puffer
(siche Abschnitt 2.1.2) in einem 15 mL-R6hrchen auf Eis gekiihlt transferiert. Der Transport
ins Labor zur hochauflosenden Respirometrie wurde in den folgenden Minuten

sichergestellt.

2.2.3.2.2 Im Rahmen der Herztransplantation

Bei der orthotopen Herztransplantation in bicavaler Technik wird das erkrankte Herz des
Organempféngers nach Sternotomie, Praparation und Anschluss der Herz-Lungenmaschine

an beiden Venae cavae, der Aorta ascendens, dem Truncus pulmonalis sowie dem linken
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Vorhof aus dem Mediastinum getrennt. Das vorbereitete und zuvor im Operationssaal
eingetroffene Spenderherz wird an den entsprechenden Stellen anschlieBend mit den nun
entstandenen GefaBstiimpfen des Empfangers anastomosiert.

Aus der apikalen freien Wand des linken Ventrikels des erkrankten Herzens wurde ein
muskelreiches und makroskopisch narbenfreies Stiick herausgetrennt und unmittelbar in auf
Eis gekiihlten BIOPS-Puffer in einem 15 mL-Ro6hrchen transferiert. Der Transport ins Labor
wurde in den folgenden Minuten sichergestellt und die Probe schnellstmdglich der
hochauflésenden Respirometrie zugefiihrt. Fiir andere, hier nicht untersuchte Arme dieser
Studie wurden in selber Weise auch aus beiden Vorhofen sowie dem rechtsseitigen
interventrikuldren Septum Myokardproben entnommen, mit denen wie oben beschrieben

verfahren wurde.

Ein Teil des nicht fiir die hochauflésende Respirometrie verbrauchten Materials wurde in
Aufbewahrungsrohrchen in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C eingelagert,
um spéter zu diagnostischen Zwecken durch die Histopathologie des Instituts fiir kardiale
Diagnostik und Therapie (IKDT, Berlin, Deutschland) — unter Verblindung gegeniiber allen
patientenbezogenen Daten und Ergebnissen aus den sonstigen Experimenten — im Hinblick
auf myokardiale Inflammation sowie Fibrose begutachtet zu werden [107]. Hierbei wurden
insbesondere mittels computergestiitzter automatischer Zdhlung folgende Marker
beriicksichtigt: CD3 (Lymphozyten), CD4 (T-Helferzellen), CD8 (zytotoxische T-Zellen),
CD45R0 (T-Memoryzellen) und CD68 (Makrophagen). CD4, CDS8, CD68 und CD45R0
wurden bei denjenigen Patienten erhoben, bei denen eine Infiltration von mehr als 7 CD3-
positiven Lymphozyten pro mm? vorlag. Eine myokardiale Infiltration von 14 CD3-posi-
tiven Lymphozyten pro mm? oder mehr wurde als relevante Inflammation betrachtet, da
dieses InflammationsausmaB3 mit den diagnostischen Kriterien der inflammatorischen
Kardiomyopathie vergleichbar ist, die ebenfalls mindestens 14 Zellen pro mm? voraussetzen

[125].

2.2.4 Hochauflosende Respirometrie

Hochauflosende Respirometrie ist ein etabliertes und genaues Verfahren zur Analyse des
Sauerstoffverbrauchs von Mitochondrien in vitro [49, 64]. Hierzu wurden die Myokard-
proben im Labor mittels feiner Pinzetten in BIOPS-Puffer unter stindiger Kiihlung auf Eis
separiert und in einzelne Fasern zerlegt. Um die Zellmembranen zu permeabilisieren und so

die Mitochondrien den spiter zugefiihrten Substraten im Sinne der skinned-fiber-Methode
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[126] zuginglich zu machen, folgte eine Inkubation mittels Saponin in einer Konzentration
von 50 pg/mL iiber 30 Minuten unter standiger Kiihlung auf Eis und auf einer Schiittel-
maschine (VWR® Standard Analog Shaker, VWR International, Leuven, Belgien) mit 80
Umdrehungen pro Minute. Saponin geht Bindungen mit Cholesterin ein, welches in der
Plasmamembran der Zelle gehduft vorkommt, in viel geringerer Menge aber in den
Membranen der intrazelluliren Organellen wie den Mitochondrien. Hierdurch wird die
Plasmamembran aufgeldst, wahrend die Mitochondrien intakt bleiben, wobei das Zytosol
ausgewaschen und schnell durch Respirationsmedium ersetzt wird [127]. Um das Saponin
und insbesondere Spuren von ADP und ATP auszuwaschen [127], fanden zwei Wasch-
Schritte statt, in denen die Proben in MiROS5-Puffer fiir jeweils zehn Minuten bei 80
Umdrehungen pro Minute wéhrend stidndiger Kiihlung auf Eis auf der Schiittelmaschine
behandelt wurden. AnschlieBend wurden die Proben auf durch vorsichtiges Tupfen auf
Filterpapier getrocknet und gewogen. Je eine Probe mit einem Gewicht zwischen 0,5 mg und
1,5 mg wurde in eine der zwei Kammern der Oxygraphen (Oroboros® Oxygraph-2K,
Oroboros Instruments, Innsbruck, Osterreich), gefiillt mit 2,3 mL MiRO5-Puffer bei 37°C,
transferiert und die Messung begonnen. Alle Respirometrie-Experimente wurden demnach
als Duplikate durchgefiihrt und der Mittelwert zweier Messungen als Ergebnis verwendet.
Nach Verschluss der Kammer mit einem Stopfen folgte eine Hyperoxygenierung bis auf
400-450 nmol/mL. Die Messung des Sauerstoffverbrauchs im geschlossenen System der
Kammer und damit die mitochondriale Respiration wurde mittels einer im Gerdt verbauten
Clark-Elektrode bestimmt und mittels DatLab®-Software aufgezeichnet (Oroboros
Instruments, Innsbruck, Osterreich). Nicht fiir die Respirometrie genutztes Gewebe wurde
aus der Pufferlosung geborgen, getrocknet und gewogen und mittels fliissigen Stickstoffs in

Aufbewahrungsrohrchen schockgefroren, um bei -80°C autbewahrt werden zu konnen.

Mit den permeabilisierten Fasern wurden zwei Messprotokolle durchgefiihrt, die in Tabelle

5 und Tabelle 6 aufgelistet sind.

Substrat Konzentration im Oxygraphen Erreichter
Respirationsmodus

Malat 2 mmol/L

Octanoyl-Carnitin 1 mmol/L

Adenosin-Diphosphat = 2,5 mmol/L CETF
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Glutamat 10 mmol/L CETF+CI

Succinat 10 mmol/L CETF+CI+CII (OXPHOS)
Cytochrom ¢ 10 pmol/L Kontrollschritt
Oligomycin 5 umol/L LEAK/State 40

FCCP In 0,2 pmol/L-Schritten titriert ETS-Kapazitit/State u
Rotenon 0,5 pmol/L ETS-Kapazitit CII
Antimycin A 5 umol/L ROX

Tabelle 5: Substratreihenfolge und -konzentrationen im Messprotokoll mit mittelkettigen
Fettsduren. CETF: Kapazitit des Elektronen-transferierenden Flavoproteins; CI/CII: Komplex /11
der Atmungskette; ETS: Elektronen-transferierendes System; FCCP: Carbonylcyanid-p-
trifluoromethoxyphenylhydrazon; OXPHOS: oxidative Phosphorylierung; ROX: residual oxygen
consumption

Substrat Konzentration im Oxygraphen Respirationsmodus
Malat 2 mmol/L

Glutamat 10 mmol/L

Adenosin-Diphosphat = 2,5 mmol/L CI

Succinat 10 mmol/L CI+CII (OXPHOS)
Rotenon 0,5 umol/L Cll

Cytochrom ¢ 10 pmol/L Kontrolle
Oligomycin 5 pmol/L LEAK

FCCP In 0,2 pmol/L-Schritten titriert ETS-Kapazitit CII
Antimycin A 5 umol/L ROX

Tabelle 6: Substratreihenfolge und -konzentrationen im Messprotokoll mit direkter
Stimulation der Atmungskette. CI/CII: Komplex I/Il der Atmungskette; ETS: Elektronen-
transferierendes System; FCCP: Carbonylcyanid-p-trifluoromethoxyphenylhydrazon; OXPHOS:
oxidative Phosphorylierung; ROX: residual oxygen consumption

Die Substrate wurden nacheinander in der aufgefiihrten Reihenfolge den Kammern
zugefiihrt, jeweils nachdem sich der Sauerstofffluss auf einem plateauartig-konstanten
Niveau eingefunden hatte. Sittigung der Oxygraphenkammer mit Malat, Octynoylcarnitin
und Adenosin-Diphosphat ergibt die fettsdureabhiingige Respiration (Kapazitidt des
Elektronen-transferierenden Flavoproteins, CETF). Hinzugabe von Glutamat als Substrat
des Komplex I sowie Succinat fiir Komplex II fiihrt zur Messung der maximalen oxidativen

Kapazitit (OXPHOS) der Atmungskette. Die Sittigung des Oxygraphen mit Cytochrom c
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dient als Kontrolle der Intaktheit der &ulleren mitochondrialen Membran. Bei einem Anstieg
der Respiration von mehr als 15% nach Zugabe von Cytochrom c ist davon auszugehen, dass
diese Membran geschadigt ist, weshalb eine entsprechende Messung als nicht verwertbar
angesehen werden muss [127]. Oligomycin hemmt die ATP-Synthase, wodurch nur noch
der Sauerstoffverbrauch gemessen wird, der zur Aufrechterhaltung des mitochondrialen
Membranpotentials bendtigt wird (LEAK). Mittels folgender Titrierung des Entkopplers
Carbonylcyanid-p-trifluoromethoxyphenylhydrazon (FCCP) kann die maximale Kapazitat
des Elektronen-transferierenden Systems (ETS) bestimmt werden. Die Zugabe von Rotenon
hemmt Komplex I, Antimycin A hemmt Komplex III, wodurch die gemeinsame Endstrecke
und damit die vollstindige Atmungskette inhibiert ist. Ubrig bleibt der Sauerstoffverbrauch
aus anderen Mechanismen der Zelle (residual oxygen consumption, ROX), der gegen null
gehen sollte. Das zweite Messprotokoll mit ausschlieBlich direkter Stimulation der
Atmungskette lieferte in unserer Versuchsreihe durch die abweichende Reihenfolge der
Substrate und Hemmstoffe andere Modi der Respiration, die sich aus der jeweiligen Funktion
der Stoffe ergeben und in Tabelle 6 aufgelistet sind.

Aus den erhaltenen Werten konnen Flux Control Ratios fiir gewichtsunabhéngige Aussagen
iiber intrinsische mitochondriale Funktion errechnet werden [49]. Die Respiratory Control
Ratio (RCR=OXPHOS/LEAK bzw. State 3/State 40) ist zu einem gewissen Grad ein Mal3
der Kopplungseffizienz der Mitochondrien und zeigt das Verhéltnis des Sauerstoffver-
brauchs an, der fiir die oxidative Phosphorylierung verwendet werden kann, zu demjenigen,
der fiir die Aufrechterhaltung des Membranpotentials bendtigt wird [128]. Die LEAK
Control Ratio (LCR=LEAK/ETS-Kapazitit bzw. State 40 /State u) steht fiir den Grad der
Entkopplung der Atmungskette. Wir errechneten aulerdem den Beitrag des Elektronen-
transferierenden Flavoproteins zur maximalen oxidativen Phosphorylierung als CETF-

Beitrag=CETF/OXPHOS.

2.2.5 Messung reaktiver Sauerstoffspezies

Die Vorbereitung der Proben fiir die Messung der reaktiven Sauerstoffspezies im Gewebe
inklusive Permeabilisierung, Waschschritten, Trocknen und Wiegen verlief wie in Abschnitt
2.2.4 beschrieben. Die Oxygraphen wurden zusétzlich mit Fluoreszenzsensoren (Oroboros
Instruments, Innsbruck, Osterreich) ausgestattet. Analog zu bereits beschriebenen
Protokollen wurden die Messungen der stimulierten Emission reaktiver Sauerstoffspezies
durchgefiihrt [129, 130]. Den Kammern mit jeweils 2,3 mL MiROS5-Respirationspuffer
wurden Malat (2 mmol/L), das Fluorophor Amplex Red (10 mmol/L) (Thermo Fisher
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Scientific, Waltham, USA) sowie Meerrettich-Peroxidase (1 U/mL) (Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, USA) hinzugefiigt. Amplex Red und Wasserstoffperoxid formen unter Kata-
lyse durch die Meerrettich-Peroxidase einen dem Resorufin &hnlichen fluoreszierenden Stoff
(Exzitations-Wellenldnge 563 nm, Emissions-Wellenldnge 587 nm). Die wéhrend schritt-
weiser Titration von Succinat (erreichte Succinat-Konzentrationen von 0,5 mmol/L, 1
mmol/L, 1,5 mmol/L, 2,5 mmol/L, 5 mmol/L und 7,5 mmol/L) gemessene Intensitéitsdnde-
rung der Fluoreszenz ist direkt proportional zur Emission von radikalen Sauerstoffspezies
[129]. Zur Kalibrierung der Messung wurde anschliefend die Atmungskette der Mitochon-
drien mittels Rotenon (0,5 pmol/L) und Antimycin A (5 pmol/L) gehemmt und eine Kali-
brierungsreihe mit Wasserstoffperoxid (Schritte von 0,1 pumol/L H>0.) in die Kammer titriert

[129].

2.2.6 Citratsynthase-Aktivitat und Gesamtproteingehalt

Fiir die Messung der Citratsynthase-Aktivitit (CSA) normiert auf den Gesamtproteingehalt
einer Probe wurden jeweils ca. 10 mg Myokard aus der Aufbewahrung bei -80°C entnom-
men. Unter stindiger Kiihlung auf Eis wurden die Muskelstiicke in 1,5 mL-Reaktions-
gefdllen in einer Pufferlosung (CelLytic MT und Protease Inhibitor Cocktail im Verhéltnis
100:1; Probengewicht [mg] zu Volumen der Pufferldsung [mL] im Verhéltnis 1:6) im
Homogenisierer (TissueLyser II, Qiagen, Hilden, Deutschland) unter Zugabe von 4-8
Glaskiigelchen (Glas-Beads 2 mm, Sigma-Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen, Deutschland)
bei einer Schiittelfrequenz von 30/s fiir eine Minute homogenisiert. Nun wurden die Proben
bei 12000 G fiir 10 Minuten zentrifugiert, der Uberstand abpipettiert und im Verhiltnis 1:10
mit Assay Buffer for CSA vermischt. Diese Probenldsung wurde folgend fiir die Messung der
CSA und des Gesamtproteingehalts verwendet.

Die Messung der CSA erfolgte mit einem CSA-Bestimmungs-Kit (CS0720, Sigma, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland) unter Befolgung der Herstellerangaben
analog zu in der Literatur bereits beschriebenen Versuchen [92, 131, 132]. Auf einer 96-
well-Platte wurde eine Dreifach-Positivkontrolle mit Citratsynthase angelegt. Auch alle
Proben wurden je dreifach (jeweils 2 uL) auf die Platte gebracht. Nach Zugabe von 2uL (10
mmol/L) 5,5°-Dithiobis-2-nitrobenzoesdure und 2pL (30 mmol/L) Acetyl-Coenzym A
wurde zundchst die endogene Aktivitdt bei einer Wellenldnge von 412 nm spektrophoto-
metrisch im Mikroplatten-Reader (Infinite M Plex, Tecan, Mannedorf, Schweiz) bestimmt.
Ebenso wurde nach Zugabe von 10uL (10 mmol/L) Oxalacetat die maximale Aktivitit

bestimmt und die Differenz der beiden Werte gebildet. Aus den je drei nun erhaltenen

30



Material und Methoden

Werten pro Probe wurde der Mittelwert errechnet. Die CSA wurde als Absorption pro
Minute angegeben und an das jeweilige Reaktionsvolumen von 0,2 mL, die Probenmenge
von 2 pL, die urspriingliche Probenverdiinnung von 1:10 und die optische Weglidnge der 96-
well-Platte angepasst.

Fiir die Messung des Gesamtproteingehalts in der Probe mittels Bicinchinonsdureassay
wurde zur Standardisierung eine doppelte Verdiinnungsreihe von Bovinem Serumalbumin
auf einer 96-well-Platte angelegt. Von den homogenisierten und verdiinnten Proben wurden
je 2 uL in je zwei wells auf der Platte pipettiert und 1:5 mit Wasser verdiinnt. Pierce™ BCA
Protein Assay Reagent A und B wurden im Verhéltnis 50:1 gemischt und von der erhaltenen
Kombinationslosung je 100 pL pro well der Platte hinzugefiigt. Nach Inkubation bei 37°C
fiir 30 Minuten wurde anschliefend bei Raumtemperatur der Proteingehalt kolorimetrisch
bei einer Wellenlinge von 560 nm im Mikroplatten-Reader (Infinite M Plex, Tecan,
Mainnedorf, Schweiz) bestimmt.

Die CSA wurde anschlieend auf die Gesamtproteinmenge in der Probe normiert.

2.2.7 Statistische Auswertung

Samtliche statistischen Auswertungen wurden mit Statistiksoftware (GraphPad Prism®
Version 9.2.0 [GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA] und IBM® SPSS® Version 27.0.1
[International Business Machines Corporation, Armonk, USA]) durchgefiihrt. Abbildungen
wurden mittels GraphPad Prism® Version 9.2.0 erstellt. Sofern nicht anders angegeben, sind
Ergebnisse in Abbildungen als Mittelwert + Standardfehler dargestellt. Werte in Tabellen
sowie im Text sind als Prozentsatz oder als Mittelwert + Standardabweichung genannt,
sofern nicht anders angegeben.

Zum Vergleich dichotomer Variablen zwischen zwei Gruppen wurde der Chi-Quadrat-Test
angewandt. Sofern die erwartete Haufigkeit eines Test-Items geringer als fiinf war, wurde
stattdessen das Ergebnis des Exakten Fisher-Tests gewihlt. Kontinuierliche Variablen
wurden mittels Shapiro-Wilk-Test auf Nidhe zur Gaul3’schen Normalverteilung iiberpriift
und, sofern die Annahme der Normalverteilung nicht verworfen werden musste, mittels #-
Test, andernfalls mittels Mann-Whitney U-Test auf Gruppenunterschiede untersucht.

Die Stimulationsreihe zur Messung der reaktiven Sauerstoffspezies wurde nach Uberpriifung
auf Normalverteilung wie oben beschrieben mittels zweifaktorieller Varianzanalyse (2-way
ANOVA) mit Korrektur nach Geisser-Greenhouse und post-hoc Test nach Sidak {iberpriift,

um Unterschiede zwischen einzelnen Stimulationsstufen sowie eine potentielle Interaktion
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zwischen Zugehdrigkeit zur Atiologie-Gruppe und Reaktion auf die Stimulation beurteilen
zu konnen.

Nach  Uberpriifung auf Normalverteilung wie oben beschrieben  wurden
Korrelationskoeffizienten nach Pearson bzw. Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman
berechnet. Grafiken zur Verdeutlichung von Korrelationen enthalten zudem lineare
Regressionslinien mit gestrichelten Linien zum Anzeigen der 95%-Konfidenzintervalle der
Regressionslinie. Um den Einfluss mehrerer unabhéngiger Variablen auf eine abhadngige
Variable im Sinne einer Sensitivitdtsanalyse auf potentielle Confounder zu untersuchen,
wurden riickwartsgerichtete multiple lineare Regressionen unter Einschluss der angegebenen

Parameter durchgefiihrt.

Fiir alle durchgefiihrten Tests wurden zweiseitige p-Werte <0,05 als statistisch signifikant
angesehen und p <0,1 als Trend gewertet. Alle p-Werte wurden auf drei Nachkommastellen
gerundet oder als ,,<0,001* angegeben. Alle r-Werte wurden auf zwei Nachkommastellen
gerundet und im Falle signifikanter Korrelation in schwache, mittlere oder starke Effekte

eingeteilt [133].
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3 Ergebnisse

3.1 Gute Vergleichbarkeit von Patienten mit ICM und DCM

Alle Patienten wiesen eine Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion nach der
Definition der Leitlinie zur Herzinsuffizienz der European Society of Cardiology auf [1].
Die nach Atiologie eingeteilten Gruppen zeigten keine statistisch signifikanten Unterschiede
im Hinblick auf Alter, Geschlecht, Anteil von HTX- bzw. LVAD-Patienten, Body-Mass
Index, Komorbidititen, eingenommene Medikamente und die meisten untersuchten Labor-
parameter. Insbesondere zeigte sich eine vergleichbare Anzahl von Patienten mit Typ 2
Diabetes mellitus. Signifikante Unterschiede ergaben sich insbesondere in Form eines
hoheren mittleren Hamoglobins (Hb) in der DCM-Gruppe im Vergleich zur ICM-Gruppe,
wobei gleichzeitig entsprechend seltener eine Andmie (definiert als Hb <12 mg/dL bei
Frauen und Hb <13 mg/dL bei Ménnern) vorlag. Die mittlere Thrombozytenzahl war
signifikant hoher in der ICM-Gruppe, wobei hier beide Mittelwerte im physiologischen
Bereich lagen. In Tabelle 7 ist ein Uberblick iiber die Gruppenvergleiche dargestellt.

Untersuchte Parameter (Einheit) ICM (n=43) DCM (n=37) p-Wert
Demographische und klinische Daten
HTX (%) 20 37 0,139
Ménnlich (%) 86 84 0,725
Body-Mass Index (kg/mz) 27,8+4.9 26,2+5.5 0,188
Alter (Jahre) 61,5+5,7 56,5+12,7 0,164
Komorbiditiiten
Arterielle Hypertonie (%) 50 32 0,099
Chronische Niereninsuffizienz > Stadium III 8 11 >0,999
(%)
Vorhofflimmern (%) 31 24 0,175
Typ 2 Diabetes mellitus (%) 34 18 0,126
Begleitmedikation
Insulin (%) 22 11 0,228
Protonenpumpeninhibitoren (%) 84 92 0,479
Diuretika (%) 84 81 0,719
Beta-Rezeptorenblocker (%) 70 61 0,465
ACE-Inhibitoren (%) 24 42 0,140
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Mineralokortikoidrezeptor-Antagonisten (%) 62 42 0,112
Phosphodiesterase 5-Inhibitoren (%) 70 60 0,360
Statine (%) 81 61 0,080
Acetyl-Salicylsdure (%) 78 72 0,595
Phenprocoumon (%) 70 46 0,080
Laborergebnisse
Blutzucker zum Operationsbeginn (mg/dL) 144456 132428 0,265
HbA . (%) 5,89+1,17 5,9+0,73 0,994
Himoglobin (g/dL) 10,8+1,8 12,1424 0,008
Anémie (%) 84 51 0,003
Thrombozyten (x1000/uL) 220,7£114,9 175,5+66,8 0,032
Leukozyten (x1000/uL) 8,5+3,1 8,6+4,9 0,449
C-Reaktives Protein (mg/dL) 4,3+6,7 2,94+5,2 0,298
Creatinin (mg/dL) 1,35+0,49 1,72+1,77 0,439
Laktat-Dehydrogenase (U/L) 3814292 450+383 0,638
ASAT (U/L) 88+216 139+387 0,661
ALAT (U/L) 93+192 190+497 0,411
Bilirubin (mg/dL) 1,62+1,71 1,89+2,64 0,572
Hochsensitives Troponin T 4771558 637+1890 0,912

Tabelle 7: Klinische Charakteristika von Patienten mit Ischimischer Kardiomyopathie (ICM)
und Dilatativer Kardiomyopathie (DCM) im Vergleich. Ergebnisse angegeben als Mittelwerte +
Standardabweichung bzw. Prozentsitze. p-Werte berechnet nach Chi-Quadrat-Test bzw. Exaktem
Test nach Fisher fiir kategorische Variablen und nach #Test bzw. Mann-Whitney U-test fiir
kontinuierliche Variablen (siche Abschnitt 2.2.7). ACE: Angiotensin converting enzyme; ALAT:
Alanin-Aminotransferase; AST: Aspartat-Aminotransferase; DCM: Dilatative Kardiomyopathie;
HbA: Glykiertes Himoglobin Alc; HTX: Herztransplantation; ICM: Ischdmische Kardiomyo-
pathie; LVEF: Linksventrikulére Ejektionsfraktion.

3.2 Hohere mitochondriale Respiration im Myokard von Patienten
mit DCM im Vergleich zu ICM bei vergleichbarer Effizienz der
Mitochondrien

Die auf das Probengewicht normierte mitochondriale Respiration im Myokard von Patienten

mit DCM war signifikant hoher als bei Patienten mit I[CM (Abb. 3). Dies galt fiir die

Kapazitit des Elektronen-transferierenden Flavoproteins (CETF) (61,8+20,4 vs. 75,8+30,7

pmol/(s*mg), p=0,022), die CETF+Cl-unterstiitzte Respiration (76,2+26,5 vs. 97,9+40,2
pmol/(s*mg), p=0,007) sowie die maximale OXPHOS-Kapazitit (CETF+CI+CII), welche
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bei DCM um 23% hoher war als bei ICM (108,6+41,4 vs. 141,9+59,9 pmol/(s*mg),
p=0,006). Ebenso zeigten sich bei DCM signifikant hohere LEAK-Respiration (55,14+19,8
vs. 66,9+24,6 pmol/(s*mg), p=0,025), eine um 20% hohere Kapazitit des Elektronen-
transferierenden Systems (ETS-Kapazitit) (112,2+44,6 vs. 140,0£49,6 pmol/(s*mg),
p=0,015) und um 31% hoéhere ETS-Kapazitit des Komplex II nach Hemmung des Komplex
1(60,6£27,0 vs. 88,1+33,3 pmol/(s*mg), p=0,003), wogegen die residual oxygen consump-
tion (ROX) vergleichbar gro3 war (6,0+6,6 vs. 6,9+4,5 pmol/(s*mg), p=0,480).

In der Messreihe, die sich nur auf direkte Stimulation der Atmungskette durch Glutamat und
Succinat ohne Zugabe mittelkettiger Fettsduren stiitzte, zeigte sich ebenfalls eine geringere
mitochondriale Respiration bei Patienten mit ICM auf allen Stufen des Experiments nach
dem Ausgangswert (Abb. 4). Hier ergab sich auch eine unterschiedliche endogene
Respiration (ROX) nach Hemmung der gesamten Atmungskette (5,9+4,9 vs. 10,4+4,6
pmol/(s*mg), p=0,014). Normierung auf die jeweilige ROX é&nderte die statistischen

Signifikanzniveaus nicht.
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Abb. 3: Signifikant hhere mitochondriale Respiration bei Patienten mit DCM im Vergleich zu ICM.
Mittelwerte mit Standardfehler. Ungepaarte zweiseitige #-Tests. n(ICM)=40 vs. n(DCM)=34.
*p<0,05; **p<0,01. CI/Il: Komplex I/Il der Atmungskette; CETF: Kapazitit des Elektronen-
transferierenden Flavoproteins; DCM: Dilatative Kardiomyopathie; ETC: Kapazitit des Elektronen-
transferierenden Systems; ETS: Elektronen-transferierendes System; ICM: Ischidmische
Kardiomyopathie; LEAK: Leck-Strom (vgl. Abschnitte 1.2.4 und 2.2.4); ROX: residual oxygen
consumption.
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Abb. 4: Geringere mitochondriale Respiration bei ICM im Vergleich zu DCM unter direkter
Stimulation der Atmungskette durch Glutamat und Succinat. Mittelwerte mit Standardfehler.
Ungepaarte zweiseitige ¢-Tests. n(ICM)=20 vs. n(DCM)=13. *p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001. CI/II:
Komplex I/Il der Atmungskette; DCM: Dilatative Kardiomyopathie; ETS: Elektronen-
transferierendes System; ICM: Ischdmische Kardiomyopathie; LEAK: Leck-Strom (vgl. Abschnitte
1.2.4 und 2.2.4); ROX: residual oxygen consumption.

Die Errechnung der Respiratory Control Ratio (RCR) ermoglichte eine Abschidtzung der
mitochondrialen Kopplungseffizienz. Hierbei ergab sich kein signifikanter Unterschied
zwischen dem Myokard von Patienten mit ICM verglichen mit DCM (2,06+0,70 vs.
2,16+0,59 [Arbitrary Unit], p=0,517). Ebenso zeigte auch ein Vergleich der Leak Control
Ratio (LCR) als Parameter fiir den Grad der Entkopplung der Atmungskette keinen
signifikanten Unterschied (0,51%0,12 vs. 0,49+0,11 [Arbitrary Unit], p=0,412). Wie in
Abschnitt 2.2.4 beschrieben, errechneten wir zusitzlich den Beitrag der fettsdureassoziierten
Respiration zur maximalen oxidativen Phosphorylierung (CETF-Beitrag). Auch dieser
Parameter lieferte ein vergleichbares Ergebnis in ICM und DCM (0,58+0,13 vs. 0,55+0,11
[Arbitrary Unit], p=0,274). Die Citratsynthase-Aktivitit (CSA) als etablierter Marker fiir den
mitochondrialen Gehalt im Gewebe zeigte einen um 29% geringeren Wert im Myokard von
Patienten mit ICM als bei DCM (359,6+164,1 vs. 503,0£198,5 nmol/min/mg Protein,
p=0,002) (Abb. 5A), wobei der zur Normierung genutzte und mittels Bicinchinonséureassay
ermittelte Gesamtproteingehalt im Myokard vergleichbare Werte bei Patienten mit ICM und
DCM ergab (8,19+3,02 vs. 8,25+2,09 pg/ul, p=0,921) (Abb. 5B). Aufgrund der limitierten
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Verfiigbarkeit der Myokardproben konnte die CSA nur bei 67 von 81 Patienten bestimmt
werden (n[ICM]=35, n[DCM]=32).

Anschliefend wurde die in Abb. 3 dargestellte mitochondriale Respiration auf die CSA und
damit auf den geschitzten mitochondrialen Gehalt im Myokard normiert. Nun ergab sich fiir
keines der erhobenen Respirationsstadien ein signifikanter Unterschied der normierten

Respiration zwischen Patienten mit ICM und DCM (Abb. 6).
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Abb. 5: (A) Signifikant geringere Citratsynthase-Aktivitit (CSA) im Myokard von Patienten mit
ICM im Vergleich zu DCM. (B) Vergleichbarer Gesamtproteingehalt im Myokard bei ICM und
DCM. Mittelwerte mit Standardfehler. Ungepaarte zweiseitige z-Tests. n(ICM)=35, n(DCM)=32.
**p<0,01. CSA: Citratsynthase-Aktivitit; DCM: Dilatative Kardiomyopathie; ICM: Ischdmische
Kardiomyopathie.
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Mitochondriale Respiration normalisiert auf
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Abb. 6: Kein signifikanter Unterschied der mitochondrialen Respiration nach Normierung auf die
Citratsynthase-Aktivitit. Mittelwerte mit Standardfehler. Ungepaarte zweiseitige z-Tests. n(ICM)=35
vs. n(DCM)=30. CI/Il: Komplex I/Il der Atmungskette; CETF: Kapazitit des Elektronen-
transferierenden Flavoproteins; DCM: Dilatative Kardiomyopathie; ETC: Kapazitét des Elektronen-
transferierenden  Systems; ETS: Elektronen-transferierendes System; ICM: Ischidmische
Kardiomyopathie; LEAK: Leck-Strom (vgl. Abschnitte 1.2.4 und 2.2.4); ROX: residual oxygen
consumption.

3.3 Vergleichbare Emission reaktiver Sauerstoffspezies in ICM
und DCM

Die Emission reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) wurden in einer Stimulationsreihe
gemessen. Hierbei fanden wir die maximale ROS-Aktivitit bei einer Succinat-Konzentration
von 5 mmol/L in der Oxygraphenkammer. Bei maximaler Stimulation war die gemessene
ROS-Emission nicht signifikant unterschiedlich zwischen Patienten mit ICM und DCM
(0,59+0,28 vs. 0,69+0,36 pmol/(s*ml), p=0,196). Auch bei geringerer Stimulation, d.h. unter
anderen Succinat-Konzentrationen, die jeweils geringere ROS-Belastung nach sich zogen,
war kein signifikanter Unterschied auszumachen. Eine Interaktion von Atiologie und
Stimulation war ebenfalls nicht erkennbar, d.h. der Anstieg der ROS-Emission wihrend der
Stimulationsreihe war ebenfalls nicht signifikant unterschiedlich zwischen ICM und DCM
(PAtiologic x Stimulation=0,714) (Abb. 7 A).

Auch die Ergebnisse aus der ROS-Messung wurden auf die CSA als Marker fiir den

mitochondrialen Gehalt normiert, wonach sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede in
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der normierten ROS-Belastung zwischen Patienten mit ICM und DCM herausstellten und

sich erneut keine signifikante Interaktion zeigte (pAtiologic x Stimulation=0,644) (Abb. 7 B).
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Abb. 7: (A) Keine signifikant unterschiedliche Emission reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) bei
Patienten mit ICM bzw. DCM, sowie (B) ebenfalls kein Unterschied nach Normierung auf
Citratsynthase-Aktivitdt als Marker fiir mitochondrialen Gehalt im Myokard. Mittelwerte mit
Standardfehler. 2-way ANOVA mit Geisser-Greenhouse-Korrektur und post-hoc-Test nach Sidak.
(A) n(ICM)=37 vs. n(DCM)=30. (B) n(ICM)=31 vs. n(DCM)=18. Ama: Antimycin A; DCM:
Dilatative Kardiomyopathie; ICM: Ischdmische Kardiomyopathie; ROS: Reaktive Sauerstoffspezies.
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3.4 Keine Assoziation von Parametern der Glykamie und
mitochondrialer Respiration

Patienten mit ICM bzw. DCM zeigten keine Unterschiede sowohl im Hinblick auf ihren
HbA . als Parameter fiir die Langzeit-Glykémie als auch auf den momentanen Blutzucker
zum Zeitpunkt des Operationsbeginns (siche Abschnitt 3.1). OXPHOS-Kapazitit, ETS-
Kapazitit und oxidativer Stress korrelierten nicht mit diesen Glyk&dmie-Parametern (Abb. 8).
Der Hdmoglobin-Wert korrelierte positiv mit der oxidativen Kapazitéit sowie dem oxidativen
Stress im Muskel. Mittels riickwartsgerichteter multipler linearer Regression unter Ein-
schluss der Atiologie und des Hb-Werts konnte jedoch gezeigt werden, dass der Hb-Wert
anders als die HF-Atiologie kein Pridiktor fir OXPHOS (p=0,183) oder ROS-Emission
(p=0,122) ist.
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Abb. 8: Parameter der Glykimie waren nicht mit mitochondrialer Funktion assoziiert, aber
das Himoglobin zeigte eine schwache Korrelation mit der OXPHOS-Kapazitit und oxidativem
Stress. (A-F) Keine signifikante Korrelation konnte zwischen momentanem Blutzucker zum Start
der Operation bzw. HbAlc und OXPHOS- bzw. ETS-Kapazitit festgestellt werden. (G-I) Das
Hamoglobin korrelierte nicht mit der ETS-Kapazitét, zeigte aber eine geringe Assoziation mit ROS-
Produktion und OXPHOS-Kapazitit. (A, B) n=49, (C) n=39, (D, E) n=73, (F) n=60, (G, H) n=74, (I)
n=61. Rote Rauten: ICM, blaue Punkte: DCM. Pearson-Korrelationen mit linearer Regressionslinie
und 95%-Konfidenzintervall. DCM: Dilatative Kardiomyopathie; ETC: Kapazitéit des Elektronen-
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transferierenden Systems; Hb: Himoglobin; HbA 1c: glykiertes Himoglobin Alc; ICM: Ischdmische
Kardiomyopathie; OXPHOS: Oxidative Phosphorylierung; ROS: Reaktive Sauerstoffspezies.

3.5 Assoziation von Inflammation mit reduzierter mitochondrialer
Respiration und ICM

Das Myokard von Patienten mit ICM wies signifikant grolere Proportionen fibrosierter
Querschnittsfliche auf als bei DCM (20,9+£21,2 vs. 7,245,6%, p=0,001) (Abb. 9 A). Der
Anteil fibrosierter Fliche am Myokard korrelierte nicht signifikant mit der mitochondrialen
oxidativen Kapazitit, der ETS-Kapazitit oder dem oxidativen Stress. Diese Beobachtung
galt sowohl fiir die Gesamtheit der Patienten als auch fiir die getrennte Betrachtung von ICM

und DCM (Abb. 9 B-D).
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Abb. 9: Fibrose im Myokard bei ICM und DCM im Vergleich sowie ihr Verhiltnis zu Markern der
mitochondrialen Funktion. Mittelwerte mit Standardfehler bzw. lineare Regressionsgerade mit 95%-
Konfidenzintervall. (A) Mann-Whitney U-Test; (B-D) Pearson-Korrelationen. n(ICM)=30,
n(DCM)=30, n(Inflammation)=11, n(keine Inflammation)=51. DCM: Dilatative Kardiomyopathie;
ETS: Elektronen-transferierendes System; ICM: Ischdmische Kardiomyopathie; ROS: Reaktive
Sauerstoffspezies.
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Als Schwelle zur relevanten Inflammation wurde eine zellulare Infiltration von 14 CD3"
Zellen pro mm? oder mehr betrachtet. Dieses Kriterium erfiillten signifikant mehr Patienten
mit ICM als mit DCM (27% vs. 6%, p=0,024). Nun wurden die Patienten nach dem Status
der Inflammation neu aufgeteilt in ,,Relevante Inflammation® (>14 CD3" Zellen/mm?) und
,Keine relevante Inflammation“ (<14 CD3" Zellen/mm?). Patienten mit relevanter
Inflammation wiesen signifikant geringere OXPHOS-Kapazitit auf als Patienten ohne
relevante Inflammation (92,3+40,1 vs. 131,6455,6 pmol/(s*mg), p=0,031). Ein entsprech-
ender Unterschied in der ETS-Kapazitit wurde als Tendenz gewertet (98,6+43,1 vs.
129,7+48,3 pmol/(s*mg), p=0,053), wohingegen sich der oxidative Stress bei Patienten mit
oder ohne Inflammation nicht signifikant unterschied (0,51+0,21 vs. 0,67+0,33 pmol/(s*ml),
p=0,170) (Abb. 10). Die myokardiale Infiltration mit CD3" Lymphozyten korrelierte mit
mittlerer Effektstirke mit der OXPHOS-Kapazitit (r= -0,30, p=0,019). Eine mittels
rickwértsgerichteter multipler linearer Regression durchgefiihrte Sensitivititsanalyse unter
Einschluss von HF-Atiologie, Inflammationsstatus und OXPHOS-Kapazitit lieferte den
Schluss, dass nach Beriicksichtigung der Atiologie auch die Inflammation kein signifikanter
Pradiktor fiir die mitochondriale Respiration ist (patiologie = 0,045, Pmflammation= 0,113).

CRP als systemischer Marker fiir Inflammation unterschied sich nicht zwischen Patienten
mit ICM oder DCM (siehe Tabelle 7), ebenso nicht zwischen Patienten mit kardialer
Inflammation iiber bzw. unter der Schwelle von 14 CD3* Zellen pro mm? (3,95+4,04 vs.
3,724+6,45 mg/dL, p=0,911). Um eine Normalverteilung der CRP-Werte herzustellen und so
weiterfiihrende Analysen moglich zu machen, wurde eine logarithmische Transformation
der Werte durchgefiihrt. Nun stellte sich heraus, dass CRP und Infiltration mit CD3"
Lymphozyten im Myokard nicht miteinander korrelierten (r=0,09, p=0,507). Auch hingen
CRP und OXPHOS-Kapazitit nicht zusammen (r= -0,13, p=0,269).
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Abb. 10: Inflammation bei ICM und DCM sowie der Zusammenhang zu mitochondrialer Respiration
im Myokard nach Status der Inflammation. Mittelwerte mit Standardfehler. Ungepaarte zweiseitige
t-Tests. n(ICM)=33 vs. n(DCM)=32. CD: cluster of differentiation; ETS: Elektronen-transferierendes
System; OXPHOS: Oxidative Phosphorylierung; ROS: Reaktive Sauerstoffspezies.

Bei allen Patienten, die mehr als 7 CD3* Lymphozyten pro mm? aufwiesen, wurden
zusitzlich CD4" T-Helferzellen, CD8" zytotoxische T-Zellen, CD45R0" T-Memoryzellen
und CD68" Makrophagen im Myokard bestimmt. Es zeigte sich eine Tendenz zu mehr T-
Helferzellen bei Patienten mit ICM als DCM (p=0,095), wohingegen die anderen
untersuchten Zelltypen sich nicht signifikant nach Atiologie unterschieden (Abb. 11 A).
Zudem konnte eine Tendenz zur Korrelation von Infiltration durch zytotoxische T-Zellen
und oxidativem Stress gezeigt werden (Abb. 11 B), wihrend diese Zellart weder mit
oxidativer Kapazitit (r= -0,30, p= 0,22) noch ETS-Kapazitit (r=-0,23, p= 0,36) korrelierte.
Die Anzahl an CD4* Zellen pro mm? korrelierte mit keinem der untersuchten Parameter fiir
mitochondriale Funktion (roxpros= -0,30, poxpros= 0,23; rerc= -0,27, perc= 0,29; rros= -

0,41, pros= 0,13).
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Abb. 11: (A) Spezifikation der Entziindungszellen bei Patienten mit mehr als 7 Lymphozyten pro
mm?. (B) Eine Tendenz zur Korrelation zwischen Ausmaf der Infiltration mit zytotoxischen T-Zellen
und oxidativem Stress. (A) Mittelwerte mit Standardfehler. Mann-Whitney U-Tests. n(ICM)=12,
n(DCM)=7. (B) Pearson-Korrelation mit linearer Regressionsgerade und 95%-Konfidenzintervall.
n=15. CD: cluster of differentiation; DCM: Dilatative Kardiomyopathie; ICM: Ischédmische
Kardiomyopathie; ROS: Reaktive Sauerstoffspezies.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Studie wurden die myokardiale mitochondriale Respiration, oxidativer
Stress und lymphozytire Inflammation sowie Fibrose im Myokard bei Patienten mit
terminaler Herzinsuffizienz ischdmischer bzw. nicht-ischimischer Genese analysiert. Es
konnte nachgewiesen werden, dass bei ICM-Patienten hiufiger ein relevantes Ausmal} von
zelluldrer myokardialer Inflammation als bei DCM vorliegt und dass lymphozytire
Inflammation mit verringerter mitochondrialer Respiration assoziiert ist. Dies deutet darauf
hin, dass die weitere Untersuchung immunsuppressiver Therapie fiir Patienten mit
ischdmisch bedingter HF nach entsprechender histologischer Sicherung der myokardialen
Inflammation sinnvoll sein kdnnte. Bei vergleichbarer mitochondrialer Effizienz zwischen
den Atiologie-Gruppen zeigte sich eine verringerte Dichte von Mitochondrien im Myokard
und geringere oxidative Kapazitdt bei ischdmischer HF-Genese. Die Genese der
Herzinsuffizienz sollte demnach in zukiinftigen Studien als potentieller Einflussfaktor auf

die myokardiale mitochondriale Respiration beriicksichtigt werden.

4.1 Gute Vergleichbarkeit der Atiologie-Gruppen

In dieser Arbeit wurden Patienten mit fortgeschrittener HFrEF untersucht und verglichen.
Die metabolischen Charakteristika von Patienten mit unterschiedlichen Stadien der
Herzinsuffizienz kénnen sich unterscheiden, wobei insbesondere fiir den Substratgebrauch
in frithen Stadien der Herzinsuffizienz nicht vollig einheitliche Daten vorliegen [22, 24, 52].
Auch die Expression der Enzyme der Atmungskette und weitere Parameter der
mitochondrialen Energieproduktion verdndern sich im Krankheitsverlauf [22]. Daher ist es
wichtig, vergleichbar weit fortgeschrittene Erkrankungen zu betrachten. Alle Patienten, die
in dieser Studie untersucht wurden, hatten eine terminal fortgeschrittene Herzinsuffizienz,
sodass die Implantation eines LVADs oder eine Herztransplantation erforderlich wurde, was
einen gewissen Grad an Homogenitit des Krankheitsstadiums unter den Patientengruppen
annehmen lésst.

Zunichst wurden in dieser Studie die Atiologie-Gruppen auf die Vergleichbarkeit ihrer
Charakteristika tiberpriift. Signifikant unterschiedlich zwischen ICM- und DCM-Patienten
présentierten sich nur die Thrombozytenzahl, die im Mittel normwertig war [134], sowie der
Hiamoglobinwert. Hierbei zeigte sich in beiden Gruppen, hdufiger aber bei Patienten mit

ICM, eine begleitende Anémie. Die Eisenmangelanédmie ist eine hdufige Komorbiditét bei
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Herzinsuffizienz [135] und kann die Prognose betroffener Patienten verschlechtern [136],
wobei allerdings der Eisenmangel selbst die groBere Rolle spielt als die Andmie [137].
Tatsdchlich korrelierte in unseren Daten ein hoherer Hidmoglobinwert schwach mit einer
hoheren OXPHOS-Kapazitit und ROS-Produktion, nicht aber mit einer héheren ETS-
Kapazitit. Die durchgefiihrten Analysen mittels multivariabler Regression mit
Himoglobinwert und Atiologie zeigten hingegen, dass bei Beriicksichtigung der Atiologie
weder das Himoglobin noch der Andmie-Status Prédiktoren fiir bessere OXPHOS-Kapazitit
oder hoheren oxidativen Stress waren. Dies entspricht den Ergebnissen von Melenovsky et
al., die in explantierten Herzen von HTX-Patienten keine Assoziation zwischen Andmie und
Aktivitdt der Atmungskette fanden [138]. Einen relevanten negativen Einfluss auf die
mitochondriale Funktion hétte hingegen eine reduzierte myokardiale Eisenkonzentration
[138, 139], wobei auch eine Uberladung mit Eisen pathologische Effekte auf die
Mitochondrien ausiiben kann [140]. Die Eisenkonzentration im Myokard korreliert
allerdings lediglich &uferst schwach mit dem Hédmoglobin und zeigt eher einen direkten
Einfluss auf den ROS-Stoffwechsel als auf die OXPHOS-Kapazitit [138]. Eine direkte
Bestimmung der Eisenkonzentration im Herzen war in dieser Untersuchung leider nicht
mdglich. Ein moglicher Unterschied dieser zwischen Patienten mit ICM und DCM lésst sich
aus den Ergebnissen zur Andmie allerdings nicht ableiten, zumal sich, wie oben erwéhnt,
weder Andmie-Status noch Hb als Pridiktoren fiir die mitochondriale Funktion erwiesen.
Auch in Sensitivititsanalysen dieser Studie war der Hb-Wert unter Einbeziehung der HF-
Atiologie kein Einflussfaktor auf die mitochondriale Funktion. Erst weitere Studien kénnten
einen moglichen Zusammenhang zwischen myokardialem Eisenstoffwechsel, Atiologie der

Herzinsuffizienz und mitochondrialer Funktion detaillierter aufschliisseln.

In beiden Gruppen fanden sich erhohte Werte fiir Gesamt-Bilirubin, Creatinin, Lactat-
Dehydrogenase, Transaminasen sowie C-reaktives Protein. Hierbei handelt es sich um
typische Begleiterscheinungen der Herzinsuffizienz [1, 134]. Zwischen den Gruppen waren
die jeweiligen Werte nicht signifikant unterschiedlich. Da auch dariiber hinaus bei den hier
untersuchten Patienten weder ein signifikanter Unterschied der Dauermedikation noch der
Komorbidititen oder weiterer demographischer, klinischer sowie laborchemischer
Parameter zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden konnte, 14sst sich ein moglicher
Einfluss dieser Faktoren auf alle weiteren Ergebnisse der Vergleiche zwischen den Gruppen

als sehr unwahrscheinlich ablehnen.

46



Diskussion

4.2 Eingeschrankte Datenlage zur mitochondrialen Respiration
im versagenden Herzen nach verschiedener Atiologie

Eine limitierte Anzahl bisheriger Studien hat die mitochondriale Funktion im menschlichen
versagenden Herzmuskel untersucht und dabei die Atiologie der HF speziell beriicksichtigt.
Keine dieser Studien, sofern sie einen direkten Vergleich zwischen verschiedenen Atiologien
angestellt haben, konnte signifikante Unterschiede zwischen ICM und DCM nachweisen.
Alle hatten hingegen relevante Einschrinkungen im Vergleich mit unserer Studie, auf die im
Folgenden kurz eingegangen werden soll.

Sharov und Kollegen wiesen nach, dass die mitochondriale Respiration in verschiedenen
Bereichen des versagenden Herzens nach Explantation bei HTX im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe aus nicht transplantierten Spenderherzen reduziert ist [53]. Die Arbeits-
gruppe stimulierte ihre Proben nicht mit Fettsduren und benutzte eine Clark-Elektrode zur
Messung des Sauerstoffverbrauchs. Hierbei fiel ein nicht signifikanter Trend auf, nach dem
DCM-Herzen (n=9) eine geringere maximale Respiration als ICM-Herzen (n=9) zeigten
[53]. Jarreta et al. untersuchten die Aktivitdt der Komplexe der Atmungskette in DCM-
Herzen (n=17) im Vergleich zu ICM-Herzen (n=6) und einer Kontrollgruppe (n=17). Auch
in dieser Studie wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen ICM und DCM gezeigt,
die entsprechenden Direktvergleiche werden allerdings nicht berichtet. Ein Vergleich der
gemessenen Komplexaktivitidten ldsst allerdings die Vermutung zu, dass die untersuchten
ICM-Herzen bei vergleichbarem Mitochondriengehalt moglicherweise eine hohere Aktivitat
von Komplex III zeigen konnten als die Proben aus DCM-Herzen [58]. Auch Quigley et al.,
deren Studie mit sechs Patienten mit ischdmischer und acht mit anderer, nicht weiter
benannter Ursache der Herzinsuffizienz ebenfalls eher kleine Gruppen aufweist, berichten
von keinem signifikanten Unterschied der Aktivitit von Komplex IV und der CSA zwischen

der ischdamischen und nicht-ischdmischen Gruppe [141].

In einer weiteren Studie, die die Enzymexpression der Glycolyse, der Citratsynthase und
weiterer Stoffe in Herzen mit DCM (n=14) und HCM (n=5) zum Ziel hatte, wurden diskrete
Unterschiede zwischen den Atiologie-Gruppen gefunden, die sich mindestens im Fall einer
unterschiedlichen Hexokinase aber durchaus manifest zeigten [71]. Dies ldsst die Vermutung
von speziellen Unterschieden im myokardialen Energiestoffwechsel zwischen Patienten mit
HF verschiedener Atiologien zu. Melenovsky et al., die den Effekt von verringerter

Eisenkonzentration auf verschiedene Parameter der mitochondrialen Funktion in
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explantierten Herzen von HTX-Patienten untersuchten, fanden ebenfalls Anzeichen fiir
pathologische mitochondriale Funktion im versagenden Herzen im Vergleich zu Spender-
herzen als Kontrollen. Sie wiesen darauf hin, dass in ihrer Analyse kein signifikanter Unter-
schied der Atmungskettenaktivitdt zwischen Patienten mit ischdmischer im Vergleich zu
nicht-ischdmischer Ursache der Herzinsuffizienz bestand [138]. Leider fehlen hierbei
Angaben tiber die moglicherweise sehr heterogene Zusammensetzung von HF-Ursachen der
nicht-ischdmischen Gruppe. Ebenso besteht ein wichtiger methodischer Unterschied: Die
betreffende Arbeitsgruppe untersuchte (ebenso wie Quigley e al. und Jarreta et al. [58, 141])
in primir schockgefrorenem Gewebe Enzymaktivititen, die die Aktivitit der Atmungskette
widerspiegeln sollten. Moglicherweise unterschitzt diese Methode aber bestehende
mitochondriale Defekte im Vergleich zur Untersuchung intakter Zellen, da insbesondere
unklar bleibt, wie einzelne Komplexe der Atmungskette miteinander interagieren [127, 141].
Die Untersuchung vitalen Myokards mit intakten Mitochondrien im Zellverband mittels
hochauflosender Respirometrie ist hingegen eher in der Lage, die mitochondriale Funktion

im mdglichst physiologischen Milieu zu bewerten [49, 127].

An mehreren Stellen in der Literatur wird auf die Problematik der Vergleichbarkeit von
Ergebnissen von HF-Patienten mit verschiedener Atiologie hingewiesen [21, 24, 52, 56].
Obwohl auBlerdem die oben beschriebenen Ergebnisse durchaus erste Anhaltspunkte fiir
weitere Untersuchungen bieten, beruft sich mindestens eine folgende Studie von Stride et al.
darauf und fiihrt sie als Argument an, nach dem eine Unterscheidung nach Atiologie bei der
Messung mitochondrialer Funktion im versagenden Herzen nicht notwendig sei [54]. Auch
diese Studie, in der die mitochondriale Respiration bei HF mit einer Kontrollgruppe
verglichen wird, unterscheidet ihre Patienten nach ICM und DCM, berichtet aber leider nur
den direkten Vergleich der HF-Patienten mit T2DM bzw. mit ICM zur Kontrollgruppe.

Garnier und Kollegen wiesen 2009 verringerte CSA und mitochondriale Respiration bei HF
(n=20) im Vergleich zu einer Kontrollgruppe aus nicht transplantierten Herzen (n=17) nach
[56]. Die HF-Gruppe umfasste Patienten mit sechs verschiedenen HF-Atiologien, worauf in
der Studie gesondert hingewiesen wird. Die Reduktion der CSA bei HF im Vergleich zu
gesunden Herzen ist nicht zweifelsfrei nachgewiesen, da manche Gruppen in ihren
Untersuchungen keinen signifikanten Unterschied festgestellt haben [54, 58], andere

hingegen schon [56, 71, 138].
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4.3 Geringere myokardiale mitochondriale Respiration bei
Patienten mit ischamischer als nicht-ischamischer
Herzinsuffizienz

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass Herzen mit fortgeschrittener Herzinsuffizienz
aufgrund von ICM sich in ihrer mitochondrialen Funktion signifikant von vergleichbaren
Herzen mit DCM unterscheiden. Hierbei wiesen Herzen mit ICM geringere Werte auf als
Herzen mit DCM, was die OXPHOS-Kapazitit, die ETS-Kapazitit und die Citrat-Synthase-
Aktivitit betraf, nicht aber die ROS-Produktion.

Die mitochondriale Respiration zeigte sich je nach stimulierender bzw. inhibierender
Substratkombination im Myokard der ICM-Patienten im Vergleich zu DCM-Patienten um
18-31% verringert. Dies beinhaltete reduzierte OXPHOS-Kapazitit und ETS-Kapazitit
sowie eine reduzierte Kapazitit des Fettsduren-verwertenden ETF-Systems. Der relative
Beitrag der Fettsduren zur Respiration, ausgedriickt als CETF geteilt durch die maximale
OXPHOS-Kapazitit (vergleiche Abschnitt 2.2.4), unterschied sich allerdings nicht signi-
fikant zwischen Patienten mit ICM und DCM. Hieraus lésst sich ableiten, dass keine der
beiden Gruppen in besonderer Weise von der Zugabe von Fettsduren zu den Mitochondrien
profitieren konnte und dass das ETF-System in beiden Gruppen in vergleichbarer
Auspriagung zum Elektronentransport beitragt.

Diese Ergebnisse weichen in Teilen von bisherigen Studien ab: So fanden Sharov et al.
keinen signifikanten Unterschied der OXPHOS-Kapazitit zwischen ICM und DCM, wohl
aber einen nicht-signifikanten Trend, nach welchem die OXPHOS-Kapazitit im ICM-
Myokard hoher sei als bei DCM [53]. Das unterschiedliche Ergebnis ist moglicherweise
durch folgende Punkte zu erkldren: Die Verteilung von Patienten mit Diabetes mellitus
zwischen den Atiologie-Gruppen bleibt in den Ergebnissen unklar, konnte aber bei
ungleichem Verhéltnis durchaus den Vergleich der mitochondrialen Funktion beeinflusst
haben [74, 77]. Sharov et al. berichten auBlerdem alle Ergebnisse normiert auf nicht-
Kollagen-Protein und nicht auf Probengewicht bzw. Citratsynthase-Aktivitit oder einen
anderen Marker fiir mitochondrialen Gehalt im Gewebe. Es wurde aulerdem keine durch
Fettsduren unterstiitzte Respiration erhoben. Nicht zuletzt konnte die abweichende Mess-
methode (konventionelle Clark-Elektrode vs. Hochauflosende Respirometrie) [142] eine

Rolle fiir unterschiedliche Ergebnisse gespielt haben.
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Im zweiten Messprotokoll konnte gezeigt werden, dass die mitochondriale Respiration bei
Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz aufgrund von ICM im Vergleich zu DCM auch
ohne Zugabe von Fettsduren und entsprechend ausschlieBlich direkter Stimulation der
Atmungskette signifikant reduziert ist. Hierzu wurden Glutamat zur Herstellung von NADH
fiir Komplex I sowie Succinat zur Regeneration von FADH: fiir Komplex II hinzugefiigt.
Die Differenz zwischen Patienten mit ICM oder DCM lag zwischen 32-44%. Bemerkens-
werterweise zeigte sich die von Komplex I getragene Respiration im ICM-Myokard weniger
deutlich vermindert (32%) als die Komplex II-assoziierte Respiration (42%). Auch hier l4sst
sich keine definitive Aussage iliber eine mogliche stirkere Beteiligung eines bestimmten
Komplexes treffen, nichtsdestotrotz kann diese Beobachtung als Startpunkt flir weitere

Studien mit genaueren, Komplex-spezifischen Protokollen genutzt werden.

Die auf das Probengewicht normierte OXPHOS- und ETS-Kapazitit bietet die beste
Moglichkeit, die gesamte funktionelle aerobe Leistungsfdhigkeit der kardialen
Mitochondrien integrativ zu beurteilen [46]. Hierbei werden mitochondriale Qualitit und
Quantitdit im Gesamtbild betrachtet. Als gewichtsunabhingige Indikatoren fiir die
intrinsische mitochondriale Funktion und Effizienz dienen Flux Control Ratios [46]. Die
Untersuchung dieser ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen ICM und DCM.
Weder in der Kopplungseffizienz (Respiratory Control Ratio), noch im Entkopplungsgrad
(Leak Control Ratio) unterschieden sich Patienten mit [CM und DCM signifikant, was darauf
hindeutet, dass anstelle eines qualitativen Defektes der OXPHOS eher ein quantitativer
Defekt der Mitochondriendichte im Myokard von Patienten mit ICM vorliegt. Dies wird
durch Ergebnisse der vorausgegangenen Studie von Sharov et al. unterstiitzt, die ebenfalls
keinen Unterschied der Respiratory Control Ratio zwischen ICM und DCM feststellen
konnte [53]. Weiterhin zeigte sich im linksventrikuldren Myokard der ICM-Patienten bei
vergleichbarem Gesamtproteingehalt eine um 29% reduzierte Citrat-Synthase-Aktivitdt im
Vergleich zu DCM-Myokard. Die CSA ist ein etablierter Marker fiir mitochondrialen Gehalt
im Herzen bzw. Skelettmuskel [54-57, 92, 143, 144], ist allerdings als solcher im Skelett-
muskel besser etabliert als im Myokard [57, 144] und stellt keinen definitiven Wert fiir die
Mitochondriendichte dar. Insbesondere elektronenmikroskopische Untersuchungen kénnten
in der Lage sein, hieriliber exaktere Erkenntnisse zu liefern. Dass die CSA bei Patienten mit
ICM verringert war, gibt allerdings zunichst einen deutlichen Hinweis auf geringere
Mitochondrienanzahl bei ICM. Dies passt zu den Ergebnissen von Ahuja et al., die im

Myokard einer kleinen Gruppe von ICM- und DCM-Patienten elektronenmikroskopisch
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deutlich verringerten mitochondrialen Gehalt und kleinere Mitochondrien bei ICM-Patienten
feststellten, wiahrend sich die Mitochondrien in DCM-Herzen deutlich vermehrt und
dysmorph zeigten [21]. Begleitet wurde dies von einer verstirkten Expression von PGC-1a

als Treiber der mitochondrialen Biogenese bei DCM, nicht aber bei ICM.

Nach Normalisierung der Respiration auf CSA stellte sich unter allen untersuchten
Substratkombinationen kein signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit ICM bzw.
DCM heraus. Jarreta et al., die anstelle der Respiration die Aktivitit der Komplexe der
Atmungskette untersuchten, fanden ebenfalls nach Normierung auf CSA keinen signifi-
kanten Unterschied zwischen ICM- und DCM-Herzen [58]. In der erwdhnten Studie ist der
Direktvergleich zwischen ICM und DCM nicht berichtet, sondern lediglich im
Mehrgruppenvergleich (ICM vs. DCM vs. Kontrolle) mittels ANOVA aufgefiihrt worden,
was vor der Normierung auf CSA zu einem signifikanten Unterschied fiihrte. Dies bietet
keinen genauen Aufschluss iiber einen moglichen Unterschied zwischen ICM und DCM,

schlieBt diesen aber auch nicht aus.

Da in dieser Arbeit ein Komplex-unspezifisches Messprotokoll durchgefiihrt wurde, 14sst
sich keine sichere Aussage iiber eine besondere Beteiligung eines Komplexes an der
Reduktion der OXPHOS oder ETS-Kapazitit treffen. Aufféllig war allerdings, dass der
relative Unterschied zwischen ICM und DCM bei der Messung der ETS-Kapazitit nach
spezifischer Hemmung von Komplex I am gréfiten war, die relative Reduktion der
Respiration durch Komplex-I-Hemmung sich zwischen den Gruppen aber nicht signifikant
unterschiedlich zeigte. Erst weitere Studien mit Komplex-spezifischen Messprotokollen
wiren in der Lage, die hieraus resultierende Frage zu kldren, ob der Beitrag von Komplex II
zur ETS-Kapazitidt bei ICM-Patienten im Nebenvergleich mit DCM-Patienten moglicher-

weise starker beeintrichtigt sein kdnnte als der Beitrag von Komplex 1.

In einem weiteren Experiment wurde die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies gemessen,
wobei sich bei maximaler Stimulation der Mitochondrien keine signifikante Differenz
zwischen Myokard mit ICM bzw. DCM zeigte. Dieses Ergebnis blieb auch nach Normierung
auf CSA bestehen. Bei Herzinsuffizienz ist der oxidative Stress im Myokard erhoht und es
gibt einige Ansitze zur Therapie der Herzinsuffizienz durch die Reduktion der ROS im
Herzen [18, 19, 50, 70, 90]. Anhand unserer Ergebnisse ldsst sich keine verldssliche Aussage

dariiber treffen, ob Patienten mit ICM bzw. DCM prinzipiell in besonderer Weise von einer
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solchen Therapie profitieren konnten. Die direkte Untersuchung eines moglichen Einflusses
der Herzinsuffizienz-Atiologie auf die Wirksamkeit eines potentiellen ROS-reduzierenden
Medikaments in den entsprechenden Wirksamkeitsstudien ist nichtsdestotrotz das Augen-
merk wert. In einer Studie zum Effekt der Substitution von Coenzym Q10 bei herzinsuf-
fizienten Patienten wurde bereits ein nicht-signifikanter Trend zu einer besseren
Wirksamkeit des untersuchten Wirkstoffs im Hinblick auf die Verhinderung kardialer
Ereignisse bei Patienten mit DCM im Vergleich zu Studienteilnehmern mit anderer Ursache

der Herzinsuffizienz festgestellt [90].

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass eine unterschiedliche myokardiale mito-
chondriale Leistungsfahigkeit zwischen herzinsuffizienten Patienten mit ICM bzw. DCM
besteht. Diese ist bei Betrachtung vergleichbarer Ergebnisse fiir die Parameter der mito-
chondrialen Effizienz maligeblich auf eine verminderte Mitochondriendichte im Myokard
von ICM-Patienten zuriickzufiihren. Zukiinftige Studien, die sich mit der mitochondrialen
Funktion im versagenden menschlichen Herzen auseinandersetzen, sollten eine mogliche
Beeinflussung ihrer Ergebnisse durch die Atiologie der Herzinsuffizienz nicht auBer Acht

lassen.

4.4 Keine Assoziation verschiedener Glykamieparameter mit
mitochondrialer Respiration

Der Substratgebrauch des Myokards zur Energieproduktion verdndert sich im
Krankheitsverlauf der Herzinsuffizienz deutlich. Bei weit fortgeschrittener Herzinsuffizienz
nimmt sowohl die Fettsdure- als auch die Glucoseverwertung ab [59, 60, 65], letztere
allerdings zu einem geringeren Anteil, was in einem gestiegenen relativen Beitrag des

Glucosestoffwechsels zum Energiemetabolismus resultiert [29].

Der wohl wichtigste Einflussfaktor auf die Glucoseverwertung im Myokard ist der
diabetische Status und eine mogliche Insulinresistenz, wie sie sich hdufig bei
fortgeschrittener Herzinsuffizienz entwickelt [29, 66]. Ein klinisch relevanter und etablierter
Marker fiir langfristige Glykédmiebestimmung in einem Zeitraum von 8-12 Wochen ist der
Wert fiir das glykierte Himoglobin, HbA . [84]. Unsere Daten zeigten weder bei der Zugabe
von Fettsduren noch bei ausschlieBlich direkter Stimulation der Atmungskette eine

Assoziation zwischen HbAic und OXPHOS-Kapazitit, ETS-Kapazitit oder oxidativem
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Stress. In mehreren vorausgegangenen Studien ist gezeigt worden, dass der HbA.-Wert im
nicht versagenden Herzen invers mit der mitochondrialen Respiration korreliert [75, 76, 78].
In diesen Studien wurden Patienten mit einer zu geringen LVEF allerdings ausgeschlossen,
wobei die Grenze teils bereits bei einer LVEF von weniger als 50% angesetzt wurde [75].
Dies schrankt die Vergleichbarkeit der vorausgegangenen Studien mit unserer Kohorte von
Patienten mit fortgeschrittener HFrEF deutlich ein, wenngleich zu beachten ist, dass auch
beim Vorliegen einer LVEF von iiber 50% eine Herzinsuffizienz vorliegen kann [1]. Da
dariiber hinaus bereits auf Unsicherheiten in der Nutzung des HbAi. zur genauen und
verlasslichen Erfassung der Glykédmie hingewiesen worden ist [84], ist an anderer Stelle die
aktuelle Plasmaglucose als Momentaufnahme der Glykdmie und als Referenz genutzt
worden [44, 79]. In der Analyse eines anderen Arms dieser Studie zeigte sich keine
Korrelation des HbA 1, sehr wohl aber der aktuellen Plasmaglucose mit der mitochondrialen
Respiration [44]. Auch dieser Wert stand bei unseren Patienten allerdings nicht im
Zusammenhang mit OXPHOS-Kapazitit, ETS-Kapazitit oder oxidativem Stress. Die
Vermutung liegt nahe, dass mogliche Einfliisse der Glykdmie auf die mitochondriale
Funktion durch die deutliche Einschrinkung durch die bei unseren Patienten vorliegende
terminale Herzinsuffizienz iibertiincht werden kdnnten. Um hieriiber eine verldsslichere
Aussage treffen zu konnen, sind weitere Studien vonnéten, die auch weitere Parameter der
Insulinsensitivitit mit einbeziehen.

Seit 2021 sind mit den SGLT2-Inhibitoren Dapagliflozin und Empagliflozin orale Anti-
diabetika als Erstlinienmedikamente flir die Therapie der HFrEF in die Leitlinien der
European Society of Cardiology aufgenommen worden, nachdem sie sich unabhéngig von
Diabetes-Status und der Glykdmie als prognoseverbessernd erwiesen hatten [1, 145, 146].
Tatsdchlich entfalten SGLT2-Inhibitoren ihre Wirkung wohl auch iiber eine neurohumorale
Beeinflussung des mitochondrialen Energiestoffwechsels und demonstrieren so das Potential
von Herzinsuffizienztherapien, welche die mitochondriale Funktion verbessern [147]. Unter-
schiedliche Effektivitdt von Dapagliflozin und Empagliflozin in Bezug auf den priméren
Endpunkt bei HF aus ischdmischer bzw. nicht-ischdmischer Genese wurde allerdings nicht

beobachtet [ 145, 146].
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4.5 Vermehrte Inflammation im Myokard bei ischamischer
Herzinsuffizienz

Zelluldre kardiale Inflammation begleitet den Krankheitsverlauf der HF und beeinflusst ihn
ungiinstig [102]. Die hieraus resultierende Vermutung, dass immunsuppressive Therapie die
klinischen Langzeitergebnisse bei HF-Patienten verbessern kann, wurde in mehreren
klinischen Studien bei Patienten mit nicht-ischdmischer HF bzw. inflammatorischer
Kardiomyopathie bestétigt [116-119]. In der Studie ,,Tailored IMmunosuppression in virus-
negative Inflammatory Cardiomyopathy* (TIMIC) konnte eine Kombination aus Azathio-
prin und Prednison unter anderem bei 88% der Patienten zu einer Verbesserung der Pump-
funktion fiihren, jedoch bei keinem Patienten der Kontrollgruppe ein positiver Effekt
beobachtet werden [116]. Dieser Effekt persistierte nach 20 Jahren im Vergleich mit einer
nach propensity score matching konstruierten Kontrollgruppe, wobei auch das Langzeit-
iiberleben nach Immunsuppression signifikant erhoht war [119]. In diesen Studien wurden
allerdings Patienten mit kardialer Ischdmie aus den Analysen ausgeschlossen.

Wihrend sich in der CANTOS-Studie ein Vorteil immunsuppressiver Therapie bei Patienten
mit koronarer Herzerkrankung in Bezug auf Myokardinfarkte zeigte [123], konnte hierbei in
einer Subanalyse eine dosisabhingige Reduktion von HF-assoziierten Hospitalisierungen in
der Gesamtkohorte beobachtet werden, allerdings ohne dass sich ein verbessertes Ergebnis
bei einer bestimmten Canakinumab-Dosis herausstellte [124]. In der CANTOS-Studie
standen Patienten mit HF oder inflammatorischer Kardiomyopathie nicht im Vordergrund
und nicht alle HF-bezogenen Werte sind bei Einschluss erhoben worden. Daher ist aus
mehreren Griinden die Ubertragbarkeit auf die hier vorliegende Patientengruppe
eingeschrinkt: Erstens lagen keine Informationen iiber die anfangliche LVEF vor, was eine
HF-Einteilung erschwert. Zweitens wurden Patienten mit und ohne HF-Vorgeschichte
eingeschlossen und drittens wurden all diejenigen Patienten eingeschlossen, die erhohte
Werte des hochsensitiven CRP aufwiesen, ohne dass die tatsdchliche myokardiale
Inflammation beriicksichtigt wurde. Es stellt sich daher die Frage, ob auch in dieser Studie
die Beriicksichtigung relevanter kardialer Inflammation in vergleichbarem Ausmal} zur
inflammatorischen Kardiomyopathie zu erhohter Trennschéirfe beigetragen hitte.

Es liegen wenig Daten zu direkten Vergleichen von zelluldrer Inflammation im Herzen
zwischen Patienten mit HF aus unterschiedlicher Atiologie vor. Eine Studie fand eine
vergleichbare Anzahl von Makrophagen im Myokard bei Patienten mit ICM und DCM

[100], was auch unserem Ergebnis entspricht. Allerdings fand sich in der hier vorliegenden
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Kohorte die Vermutung bestitigt, dass ein relevanter Anteil aller Patienten mit ICM kardiale
Inflammation aufweist und dass dieser Anteil grofer ist als unter Patienten mit DCM. Das
CRP war zwischen Patienten mit ICM und DCM nicht unterschiedlich, ebenso fanden wir
keinen Unterschied im CRP zwischen Patienten mit iiberschwelliger bzw. unterschwelliger
kardialer Inflammation. Hohere lymphozytére Inflammation im Myokard, nicht aber hoheres
Serum-CRP hing hierbei in der Gesamtgruppe der Patienten mit schlechterer
mitochondrialer oxidativer Kapazitit zusammen, aulerdem zeigte sich verringerte oxidative
Kapazitit bei Patienten mit Inflammation in der GroBenordnung der inflammatorischen
Kardiomyopathie. Ein Zusammenhang reduzierter oxidativer Kapazitit mit begleitender
myokardialer Inflammation konnte bereits bei Patienten mit AbstoBungsreaktion nach HTX
beobachtet werden [107], ist aber bei Patienten ohne immunsuppressive Therapie noch nicht
beschrieben worden. Da die myokardiale mitochondriale OXPHOS-Kapazitit wiederum mit
der Herzfunktion unmittelbar zusammenhingt [55], ldsst sich vermuten, dass eine
zusétzliche Beriicksichtigung der myokardialen Inflammation gegeniiber alleiniger
Betrachtung systemischer Inflammationsparameter eine bessere Selektion von Patienten mit
relevanter Inflammation im Herzen erlaubt, welche von immunsuppressiver Therapie
moglicherweise stirker profitieren kdnnten. Nach Stratifikation fiir HF-Atiologie zeigte sich
der Inflammationsstatus als dichotome Variable allerdings nicht als Pradiktor fiir oxidative
Kapazitit im Myokard. Es ldsst sich daher nicht schlussfolgern, dass myokardiale
Inflammation, wenn sie bei HF-Patienten vorliegt, in der einen oder anderen Atiologie-
Gruppe einen stirkeren Einfluss auf die mitochondriale Funktion hat als in der anderen. Die
Dichotomisierung des Inflammationsstatus anhand der gesetzten Grenze von 14 CD3" Zellen
pro mm? verringert hierbei allerdings relevant die Trennschérfe durch das Auslassen einer
Gewichtung; die Einbeziehung der nicht-normalverteilten Dichte von Lymphozyten im
Myokard in die lineare Regression, welche die Annahme von Normalverteilung voraussetzt,
war jedoch entsprechend nicht moglich. Beziiglich der Frage nach einem Zusammenhang
relevanter myokardialer Inflammation mit klinischen Langzeitresultaten in beiden
atiologischen Kontexten sind daher weitere Studien nétig, die bei HF-Patienten
verschiedener Atiologien bereits zu frilheren Zeitpunkten im Krankheitsverlauf die
myokardiale Inflammation erheben und mit Langzeitdaten in Verbindung bringen. Beim
Nachweis eines Zusammenhangs myokardialer zelluldrer Inflammation mit schlechteren
klinischen Resultaten konnten klinische Studien zur Immunsuppression bei vorselektierten
Patienten mit nachgewiesener lymphozytéirer Inflammation im Myokard neue Aufschliisse

iiber die Wirksamkeit dieser Therapien bei HF verschiedener Atiologie erbringen.
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Oxidativer Stress ist bei HF im Myokard erhdht [50] und trdgt wiederum selbst zur Emission
von ROS bei [70]. Kardiale Fibrose ist ein unabhéngiger Pradiktor fiir schlechtere klinische
Verldufe bei Patienten mit HF und héngt ebenfalls mit reduzierter mitochondrialer Funktion
und ROS-Belastung zusammen [108, 109]. In unserer Studie zeigten sich groBere fibrotische
Areale im Myokard vom ICM-Patienten im Vergleich zu DCM, wobei das Ausmal} der
Fibrose weder in einer der Atiologie-Gruppen noch in der Gesamtheit der Patienten mit
oxidativer Kapazitit oder ROS-Emission korrelierte. Auch eine Erh6éhung der ROS-
Belastung bei Patienten mit relevanter Inflammation konnte nicht nachgewiesen werden.
Eine mogliche Erkldrung konnte sein, dass alle Patienten eine weit fortgeschrittene HF
aufwiesen und Effekte von Fibrosierung auf die mitochondriale Funktion, welche noch in
fritheren Stadien der Erkrankung hitten nachgewiesen werden konnen, bereits von der
fortgeschrittenen Einschrankung der Mitochondrien, die die HF begleitet, iibertiincht worden
sein konnten. Fiir eine zuverldssige Klirung dieser Frage wire allerdings eine

Kontrollgruppe unerlésslich.

4.6 Limitationen

Die ex vivo-Untersuchung menschlichen Myokardgewebes bringt einige wichtige
Limitationen mit sich, die zum Teil genereller Natur sind. In erster Linie zu nennen ist die
Schwierigkeit, eine verlédssliche, moglichst gesunde Kontrollgruppe zu finden. In vielen
bisherigen Studien wurde zu diesem Zweck auf nicht transplantierte Spenderherzen
zuriickgegriffen [53, 56, 71, 138] oder atriales Gewebe von Patienten verwendet, die am
Herzen operiert wurden [54], was nicht zuletzt aufgrund der unterschiedlichen Verarbeitung
der Proben seine eigenen Limitationen mit sich bringt und in dieser Studie dariiber hinaus
nicht zur Verfiigung stand.

Obwohl die erhaltenen Proben aus LVAD- bzw. HTX-Operationen im Vergleich zu solchen
aus Myokardbiopsien [55] deutlich mehr Masse aufweisen, reichte das Gewebe nicht immer
fiir alle notwendigen Untersuchungen, sodass einige Ergebnisse nur in Untergruppen der
Kohorten untersucht werden konnten. Auch Expressions- oder Proteinanalysen konnten
bisher nicht durchgefiihrt werden, welche genaueren Aufschluss iliber Stoffwechselwege
liefern konnten. Des Weiteren weisen Patienten mit fortgeschrittener Herzinsuffizienz hiufig
schwere Komorbiditidten auf, bei denen ein moglicher Einfluss auf die mitochondriale

Funktion nicht im Einzelfall ausgeschlossen werden kann. Selbiges gilt fiir die
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Polymedikation. Da sich die Gruppen im Hinblick auf die Verteilung dieser Faktoren hier
allerdings gut vergleichbar zeigten (vgl. Abschnitt 3.1), ldsst sich ein relevanter Einfluss
dieser auf den hier gezogenen Vergleich als unwahrscheinlich einstufen. Nicht in allen Fillen
lagen auflerdem exakte und kiirzlich erhobene Angaben zu himodynamischen Parametern
wie kardialen Driicken, LVEF oder Cardiac Index vor. Eine mogliche Korrelation zwischen
OXPHOS-Kapazitit und kardialer Leistungsfahigkeit, wie sie bereits in anderen Studien
beobachtet worden ist [55, 141] konnte daher nicht untersucht werden.

Das Bild der Dilatativen Kardiomyopathie umfasst aulerdem bereits eine Vielzahl an
Entstehungswegen, wozu genetische Mutationen, endokrine und Autoimmunerkrankungen,
postentziindliche oder postinfektidose Verdnderungen und mehrere weitere Faktoren gehoren
[148]. Eine individuelle genaue Ursachensuche und damit exaktere 4&tiologische
Aufschliisselung der DCM-Patientengruppe war hier nicht moglich, konnte aber einen
weiteren Aufschluss iiber die mitochondriale Pathophysiologie bei Herzinsuffizienz liefern.
In den vorliegenden histologischen Analysen liegen nur Ergebnisse zur zelluldren
Inflammation im Myokard vor, was moglicherweise relevante Aspekte des humoralen
Immunsystems aufler Acht ldsst. Auch war es hier aufgrund der zu geringen Anzahl von
Patienten nicht moglich, Makrophagen nach verschiedenen etablierten Kriterien in
Untergruppen mit durchaus verschiedenen Funktionen einzuteilen [100, 149], was zu

genauerer Differenzierung fiihren konnte.

5 Schlussfolgerungen

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass Patienten mit Herzinsuffizienz ischdmischer
und nicht-ischdmischer Genese sich im Hinblick auf den mitochondrialen Energiemeta-
bolismus und mitochondriale Dichte unterscheiden. In zukiinftigen Studien zum
mitochondrialen Metabolismus bei HF sollte die Atiologie nicht auBer Acht gelassen
werden. Auch unterscheiden sich Patienten mit ICM und DCM im Hinblick auf die
Haufigkeit relevanter myokardialer Inflammation; das AusmaR der kardialen Inflammation
héngt dabei mit der mitochondrialen oxidativen Kapazitdt im Myokard zusammen. Da
Immunsuppression bereits vielversprechende Ergebnisse bei Patienten mit nicht-
ischdmischer HF gezeigt hat und Hinweise auf Vorteile immunsuppressiver Therapie in
Bezug auf HF-assoziierte klinische Endpunkte bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung
gezeigt wurden, konnen Studien folgen, welche kardiale Inflammation bereits zu fritheren

Zeitpunkten des Krankheitsverlaufs erheben und spezifisch therapieren. Ein Zusammenhang
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kardialer Inflammation mit schlechteren klinischen Verldufen konnte den Grundstein fiir
klinische Studien legen, in denen die Wirksamkeit immunsuppressiver Therapie bei
vorselektierten Patienten mit ICM-bedingter HF und bestitigter kardialer Inflammation

untersucht wird.
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