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Zusammenfassung

Andmie ist eine hdufige Komorbiditit der Herzinsuffizienz (HI) und erhoht sowohl das
Risiko, an einer HI zu erkranken, als auch Morbiditdt und Mortalitédt bei vorliegender HI.
Die zugrunde liegenden Mechanismen sind bisher jedoch nicht vollstindig geklért.
Bisherige Forschung konnte zeigen, dass eine myokardiale mitochondriale Dysfunktion eine
Schliisselrolle in der Pathogenese der HI spielt, doch bisher gibt es keine Studie, die den
Zusammenhang zwischen Andmie und myokardialer mitochondrialer Funktion direkt
untersucht.

Zwischen Mai 2016 und Oktober 2022 wurden fiir die vorliegende Arbeit (i) 130
herztransplantierte Menschen ohne AbstoBungsreaktion oder HI rekrutiert, bei denen
endomyokardiale Biopsien (EMBs) entnommen wurden, sowie (ii) 152 Menschen mit
nichtischdmischer HI, bei denen EMBs entnommen wurden, und (iii) 38 Menschen mit
ischdmischer terminaler HI, bei denen ein left ventricular assist device (LVAD) implantiert
wurde. Endomyokardiales Gewebe wurde aus EMBs oder chirurgisch entferntem Gewebe
gewonnen, mit Saponin permeabilisiert und der hochauflosenden Respirometrie (HRR)
zugefiihrt. Oxidative Phosphorylierungs- (OXPHOS-) Kapazitit und electron transfer
system (ETS-) Kapazitit wurden als Marker filir die mitochondriale oxidative Kapazitit
gemessen und die respiratory control ratio (RCR) als Marker fiir die mitochondriale
Kopplungseffizienz berechnet. In Herzgewebe aus LVAD-Implantationen wurde au3erdem
die Citrat-Synthase-Aktivitit (CSA) als Marker des Mitochondriengehaltes bestimmt.
Zusétzlich wurde die Hadmoglobin- (Hb-) Konzentration aus Blutproben ermittelt. Jede
Kohorte wurde in eine Andmiegruppe (Hb < 10 g/ dl) und eine Kontrollgruppe (Hb > 10 g
/ dl) unterteilt. Mithilfe unabhingiger t-Tests wurden die Gruppen auf Unterschiede
hinsichtlich ~ mitochondrialer  oxidativer  Kapazitit, = Kopplungseftizienz ~ und
Mitochondriengehalt untersucht und es wurde getestet, ob die genannten Variablen mit der
Hb-Konzentration korrelierten.

In (i) herztransplantierten Menschen ohne HI war Anéimie unabhéngig von anderen Faktoren
mit einer niedrigeren OXPHOS-Kapazitit und ETS-Kapazitét bei erhaltener RCR assoziiert
und die Hb-Konzentration korrelierte unabhidngig von anderen Faktoren mit OXPHOS-
Kapazitit und ETS-Kapazitit, nicht aber mit der RCR. In (ii) Menschen mit
nichtischdmischer HI unterschieden sich OXPHOS-Kapazitit, ETS-Kapazitit und RCR
nicht zwischen Andmie- und Kontrollgruppe und korrelierten nicht mit der Hb-
Konzentration. Dilatative Kardiomyopathie (DCM) und Myokarditis waren die haufigsten
Ursachen fiir nichtischdmische HI; in diesen Subkohorten korrelierte die Hb-Konzentration
nicht mit OXPHOS-Kapazitit, ETS-Kapazitdt oder RCR. In (ii1) Menschen mit ischdmischer
HI war Andmie unabhingig von anderen Faktoren mit einer starken Erniedrigung der RCR
und einer tendenziellen nicht statistisch signifikanten Verringerung von OXPHOS-
Kapazitit, ETS-Kapazitit und CSA assoziiert. Die Hb-Konzentration korrelierte mit der
RCR, sowie tendenziell mit OXPHOS-Kapazitit, ETS-Kapazitdt und CSA.

Die vorliegende Arbeit zeigt erstmals eine direkte Assoziation zwischen Andmie und
verringerter myokardialer mitochondrialer Funktion in Menschen ohne HI und Menschen
mit ischdmischer terminaler HI, nicht aber in Menschen mit nichtischdmischer HI. Weitere
Studien sind notwendig, um zu priifen, ob eine Korrektur der Andmie die mitochondriale
Funktion verbessert und die Entwicklung und das Voranschreiten von HI verlangsamt.



Abstract

Anemia is a common comorbidity in heart failure (HF) which increases both the risk of
developing HF as well as morbidity and mortality after the onset of HF. However, the
underlying pathomechanisms are incompletely understood. While it has been shown that
myocardial mitochondrial dysfunction plays a key role in the pathogenesis of HF, there has
been no study yet to investigate the link between anemia and myocardial mitochondrial
dysfunction.

Between May 2016 and October 2022, (i) 130 heart transplanted humans without HF or
transplant rejection undergoing endomyocardial biopsy (EMB), (ii) 152 humans with non-
ischemic HF undergoing EMB, and (iii) 38 humans with ischemic terminal heart failure
undergoing left ventricular assist device (LVAD) surgery were enrolled. Endomyocardial
tissue was harvested from EMBs or surgically excised heart tissue, permeabilized with
saponin and used for high-resolution respirometry (HRR). Oxidative phosphorylation
(OXPHOS) capacity and electron transfer system (ETS) capacity were measured as markers
of mitochondrial oxidative capacity and the respiratory control ratio (RCR) was calculated
as a marker of mitochondrial coupling efficiency. Histological analysis was used to identify
underlying diseases in humans with non-ischemic HF. Heart tissue harvested from LVAD
surgery was used to measure citrate synthase activity (CSA) as a marker of mitochondrial
content. Additionally, blood samples were taken, and hemoglobin (Hb) concentration was
measured. Each cohort was divided into an anemia group (Hb <10 g/ dl) and a control group
(Hb> 10 g/ dl) and independent t-tests were used to investigate differences in mitochondrial
oxidative capacity, coupling efficiency and content. Moreover, correlation analysis was used
to investigate the association between Hb and mitochondrial oxidative capacity, coupling
efficiency and content.

In (i) heart transplanted humans without HF, anemia was associated with lower OXPHOS
capacity and ETS capacity independently of other variables while RCR was preserved. Hb
concentration independently correlated with OXPHOS capacity and ETS capacity, but not
with RCR. In (i) humans with non-ischemic HF, OXPHOS capacity, ETS capacity and RCR
did not differ between the anemia group and the control group. Hb concentration did not
correlate with OXPHOS capacity, ETS capacity or RCR. The most frequent underlying
diseases in humans with non-ischemic HF were dilatative cardiomyopathy (DCM) and
myocarditis. In humans with DCM and humans with myocarditis, Hb concentration did not
correlate with OXPHOS capacity, ETS capacity, or RCR. In (ii1) humans with ischemic
terminal HF, anemia was associated with strongly impaired RCR independently of other
variables while OXPHOS capacity, ETS capacity, and CSA were not significantly lower in
comparison to humans without anemia. Hb concentration correlated with RCR
independently of other variables, but not significantly with OXPHOS capacity, ETS
capacity, or CSA.

This study is the first to show a direct association between anemia and impaired myocardial
mitochondrial function in humans without HF and in humans with ischemic terminal HF, but
not in humans with non-ischemic HF. Further research is needed to investigate whether
therapeutic correction of anemia enhances mitochondrial function and slows down
development and progression of HF.
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1 Einleitung

1.1 Herzinsuffizienz

1.1.1 Definition

Herzinsuffizienz (HI) wird in den Leitlinien der European Society of Cardiology (ESC) als
klinisches Syndrom definiert, das durch Kardinalsymptome, beispielsweise Atemnot,
Kndchelodeme und Fatigue, gekennzeichnet ist, die mit Krankheitszeichen, beispielsweise
erhdhtem Jugularvenendruck, pulmonalen Rasselgerduschen und peripheren Odemen,
assoziiert sein konnen [1]. Dies deckt sich grundsétzlich mit der Definition der Leitlinien
des American College of Cardiology, der American Heart Association und der Heart Failure
Society of America [2]. Da HI die gemeinsame Endstrecke einer Vielzahl verschiedener
kardialer und extrakardialer Grunderkrankungen darstellt, betonen die europiischen
Leitlinien ausdriicklich die Wichtigkeit der Identifikation der zugrundeliegenden Atiologie
bei Diagnosestellung, welche prognostische und therapeutische Relevanz besitzt (siche
Kapitel 1.1.4).

1.1.2 Klassifikation

Einhergehend mit der groBen Heterogenitit der HI als gemeinsame Endstrecke
unterschiedlicher Grunderkrankungen, wurden verschiedene Klassifikationssysteme fiir die
HI entwickelt. Unabhingig von der Ursache ist zundchst die Einteilung anhand der
Linksventrikuldren Ejektionsfraktion (LVEF) geldufig: HI mit einer LVEF > 50 % wird als
Herzinsuftfizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion (Heart Failure with preserved Ejection
Fraction; HFpEF), HI mit einer LVEF zwischen 41 % und 49 % als Herzinsuffizienz mit
mittelgradig reduzierter Ejektionsfraktion (Heart Failure with mildly reduced Ejection
Fraction; HFmrEF) und HI mit einer LVEF < 40 % als Herzinsuffizienz mit reduzierter
Ejektionsfraktion (Heart Failure with reduced Ejection Fraction; HFtEF) bezeichnet [1]. Im
klinischen Alltag wird die LVEF meist echokardiografisch bestimmt, wobei eventuelle
Ungenauigkeiten im Rahmen der Messung beachtet werden sollten [3]. Goldstandard fiir die
Bestimmung der LVEF ist die Kardiale Magnetresonanztomographie (MRT), welche jedoch
aufwindiger ist und daher im klinischen Alltag seltener zum Einsatz kommt als die
echokardiographische Bestimmung. Eine alternative Moglichkeit der Einteilung von HI ist
die vor ca. 100 Jahren von der New York Heart Association (NYHA) vorgeschlagene
Klassifikation [4], welche anhand korperlicher Belastbarkeit die HI in vier Klassen einteilt.
Die prognostische Aussagekraft der NYHA-Klassifikation ist allerdings umstritten [5].

1.1.3 Epidemiologie

Kardiovaskuldre Erkrankungen sind die héiufigste Todesursache in Deutschland und
verantwortlich fiir rund ein Drittel der Todesfille in Deutschland [6, 7]. HI im Speziellen
bildet dabei die sechsthdufigste Todesursache [8] und die héufigste Ursache fiir
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Hospitalisierungen in Deutschland [9]. In den Jahren 2009 bis 2017 waren ca. 4 % der
deutschen Bevolkerung von HI betroffen [10]. Gleichzeitig ist der Trend steigender absoluter
Hospitalisierungszahlen in Deutschland bereits mindestens seit dem Jahr 2000 zu
beobachten [9, 11], weshalb eine aktuell hohere Pravalenz nicht auszuschlieBen ist. HI ist
vorrangig eine Erkrankung des élteren Menschen: Erkrankte sind im Durchschnitt 76 Jahre
alt und die Prdvalenz steigt mit zunechmendem Alter kontinuierlich an [12]. Vor dem
Hintergrund einer weiter alternden Bevolkerung im Rahmen des demographischen Wandels
ist davon auszugehen, dass die Haufigkeit der HI auch in Zukunft vermutlich weiter
zunehmen wird [13, 14]. Dabei beschrankt sich die gro3e Belastung des Gesundheitssystems
und der Gesellschaft durch HI keineswegs allein auf Deutschland, sondern stellt eine
weltweite Herausforderung dar: In der Vergangenheit ist die HI bereits als ,,weltweite
Pandemie* beschrieben worden [15].

1.1.4 Atiologie

Wie in Kapitel 1.1.1 beschrieben handelt es sich bei der HI um die gemeinsame Endstrecke
verschiedener Grunderkrankungen. Diese moglichen Grunderkrankungen werden von der
ESC eingeteilt in koronare Herzerkrankung, Hypertonie, Klappenerkrankungen,
Arrhythmien,  Kardiomyopathien, = angeborene = Herzerkrankungen, Infektionen,
medikamentose Schidigung, infiltrative Ursachen (z.B. Amyloidose),
Speichererkrankungen (z.B. Hdmochromatose oder Morbus Fabry), endomyokardiale
Krankheiten (z.B. Radiotherapie), perikardiale Ursachen (z.B. Kalzifikationen),
metabolische Erkrankungen und neuromuskuldre Erkrankungen (z.B. Friedreich-Ataxie
oder Muskeldystrophien) [1].

Eine Vielzahl von Studien hat sich mit den Risikofaktoren fiir die Entstehung von HI
beschiftigt [16-21]. Die wichtigsten Risikofaktoren fiir HI, die wiederholt in
Untersuchungen identifiziert werden konnten, sind Hypertension, Koronare
Herzerkrankung, Diabetes mellitus, Ubergewicht, Rauchen, geringe korperliche Aktivitit,
Herzklappenerkrankungen, Arrhythmien (einschlieBlich Vorhofflimmern) und renale
Dysfunktion (bzw. erhohte Serumkreatininkonzentration). Dariiber hinaus gelten
ménnliches Geschlecht und niedriger soziookonomischer Status als Risikofaktoren. Ein
Einfluss von Migrationshintergrund und Herkunftsland auf die Entstehung von HI ist
vereinzelt beschrieben worden [22]. Da eine Reihe der genannten Risikofaktoren aktiv
beeinflussbar ist, kommt klinisch gesehen der Privention eine zunehmend grof3e Rolle zu
[23, 24]. Interessanterweise wird in vielen Arbeiten die Andmie nicht als klassischer
Risikofaktor fiir die Entstehung von HI aufgefiihrt, obwohl sich Hinweise darauf finden,
dass Anidmie das Risiko fiir eine Erkrankung an HI erhoht (siehe Kapitel 1.3).

1.1.5 Pathomechanismus

Die genannten Risikofaktoren und Grunderkrankungen fiihren zu einem komplexen
pathogenetischen Prozess, welcher die Grundlage fiir die Entstehung der HI darstellt. Dieser
Pathomechanismus ist unter anderem gekennzeichnet durch inflammatorische Prozesse [25,
26], Zelltod, Fibrose [27], neurohumorale Verdnderungen [28], verdnderte Genexpression
[29], verdnderte Signalwege [30], Alterationen im Calciumhaushalt [31], erhdhten
oxidativen Stress [32] und mitochondriale Dysfunktion [33-35]. Diese Prozesse greifen
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ineinander, begiinstigen sich gegenseitig und resultieren in einer chronisch progressiven
Verdnderung der myokardialen Struktur. Diese chronisch-progressive Veranderung wird als
pathologisches remodeling bezeichnet [36] und stellt eine fundamentale Charakteristik in
der Entstehung der HI dar.

1.2 Anamie

1.2.1 Definition

Andmie bezeichnet einen Mangel des roten Blutfarbstoffs Himoglobin (Hb) im Blut, aus
welchem die Unfédhigkeit resultiert, ausreichende Mengen an Sauerstoff aus der Lunge iiber
den Weg des Blutes in die verschiedenen Gewebe des Korpers wie Herz, Gehirn,
Skelettmuskulatur und Verdauungstrakt zu transportieren. Von der
Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization; WHO) wird Andmie definiert als
Hb-Konzentration < 13 g / dl fir Erwachsene miannlichen Geschlechts und als Hb-
Konzentration < 12 g / dI fiir nichtschwangere Erwachsene weiblichen Geschlechts [37].
Diese von der WHO definierten Grenzwerte stellen trotz gewisser Debatten die in
epidemiologischen Studien am hdufigsten genutzte Definition dar [38] und auch in den
Leitlinien der ESC wird auf diese Definition verwiesen [1].

1.2.2 Epidemiologie und Ursachen

Mit einer Prévalenz von geschétzten 1,8 Milliarden Betroffenen weltweit stellt die Andmie
eine grofle Herausforderung in der globalen Gesundheitsversorgung dar [39]. Dabei kommt
es weltweit zu deutlichen topographischen Unterschieden in der Pravalenz. Grundsitzlich
tritt Andmie in Entwicklungsldndern deutlich haufiger auf als in Industrieldndern [40, 41].
Da Anémie keine eigene Krankheit ist, sondern vielmehr Ausdruck einer zugrundeliegenden
Erkrankung [42], begriinden sich die weltweiten Unterschiede in der Pravalenz der Andmie
vermutlich in der unterschiedlichen Privalenz der jeweiligen Grunderkrankungen in den
verschiedenen Lédndern. Aufgrund dieser Unterschiede werden 1im Folgenden
Entwicklungsldander und Industrieldnder getrennt voneinander betrachtet.

Entwicklungsldnder sind im Allgemeinen stéirker als Industrieldinder von Anidmie betroffen,
wobei es auch hier regionale Unterschiede gibt. Im Rahmen der Global Burden of Disease
Study wurde geschitzt, dass Silidasien mit einer Prdvalenz von ca. 42 % der
Gesamtbevolkerung, der westliche Teil Subsahara-Afrikas mit ca. 41 % und der zentrale Teil
Subsahara-Afrikas mit ca. 37 % der Gesamtbevilkerung die Regionen mit der weltweit
hochsten Andmiepravalenz sind [43]. Dabei zeigt sich insgesamt eine Assoziation von
Andmie mit soziookonomischem Status [44]. Die bei weitem haufigste Ursache fiir Andmie
in Entwicklungsldndern stellt Eisenmangel dar, welcher v.a. Kinder und Frauen im
gebirfahigen Alter betrifft [41]. Zur hohen Privalenz des Eisenmangels in
Entwicklungslédndern tragen neben Mangelerndhrung mit einer geringen Verfiigbarkeit
eisenhaltiger Lebensmittel mdglicherweise auch schlechte Hygiene und mangelnder Zugang
zu sicherem Trinkwasser bei [45]. Hinzu kommen infektiose Ursachen wie Hakenwiirmer,
Schistosomen, Trichuris, Malaria und humanes Immundefizienz-Virus (HIV), welche tiber
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Blutverlust einerseits und chronische Inflammation andererseits zur Aggravation von
Eisenmangelanémie beitragen [46]. Wihrend Blutverlust direkt zu einem Verlust von Eisen
fiihrt, bedingen chronische Inflammationen eine geringere Bioverfiigbarkeit korpereigenen
Eisens (ggf. trotz ausreichender Eisenreserven), was in Abgrenzung zum klassischen
Eisenmangel auch als ,,funktioneller Eisenmangel bezeichnet wird [47]. Ein zusitzlicher
Grund fiir die hohe Pravalenz von Eisenmangel konnte die im Vergleich zu Industrieldndern
hohere Geburtenrate pro Frau sein. Dies dulert sich im zwei- bis dreimal so haufigen
Auftreten von Eisenmangel bei Schwangerschaft in Entwicklungsldndern verglichen mit
Industrieldndern [45, 46]. Abgesehen von Eisenmangel stellen genetische Erkrankungen wie
Sichelzellandmie [48-50] oder Thalassdmie [51-53] seltenere Ursachen fiir Andmie in
Entwicklungslédndern dar.

Industrieldnder sind insgesamt weniger von Andmie betroffen. Laut der Global Burden of
Disease Study sind in Westeuropa ca. 5%, in Australasien ca. 7% und im einkommensstarken
Teil Nordamerikas ca. 7% der Gesamtbevolkerung von Andmie betroffen [43]. Ursdchlich
kann wie in Entwicklungsldndern auch ein Eisenmangel sein, wovon auch hier vor allem
Kinder und junge Frauen betroffen sind [54]. Davon abgesehen ist es sinnvoll, hier eine
weitere Bevolkerungsgruppe hervorzuheben: Altere Menschen, welche aufgrund der
zunehmenden Alterung in westlichen Lindern eine wachsende Population darstellen, die
ebenfalls haufig von Andmie betroffen ist. Ab einem Alter von 50 Jahren nimmt die
Pravalenz von Andmie kontinuierlich zu und liegt in der Alterskohorte von mindestens 85
Jahren bei iiber 20 % [38]. In Seniorenheimen wird die Pravalenz von Andmie auf 50 %
geschétzt und ist unabhéngig von anderen Risikofaktoren mit einer erhohten Morbiditit und
Mortalitét assoziiert [55-58]. Schétzungen gehen davon aus, dass mit jedem Punkt, den die
Hb-Konzentration in g / dl abnimmt, das Risiko fiir Gebrechlichkeit um ca. 14 % ansteigt
[59]. Die zugrundeliegenden Ursachen fiir Andmie unterscheiden sich in dieser Population
von denen in Kindern und jungen Frauen: es wird davon ausgegangen, dass in dlteren
Patienten nur etwa ein Drittel der Andmien durch defizitdre Erndhrung (einschlielich Eisen,
Folsdure und Vitamin B12) bedingt wird. Ein weiteres Drittel wird bedingt durch chronische
Erkrankungen einschl. chronischer Nierenerkrankungen. Das letzte Drittel wird von
Andmien unklarer Ursache gebildet [60, 61]. Diese chronischen Erkrankungen konnen
ebenfalls als Form funktionellen Eisenmangels angesehen werden, sind im Gegensatz zu den
in Entwicklungsldndern beobachteten Andmien jedoch hdufig nichtinfektioser Art und
schlieBen neben anderen chronischen Erkrankungen wie Krebserkrankungen [62] die HI mit
ein, eine typische Erkrankung des élteren Patienten, welche eine hdufige Komorbiditét der
Anédmie darstellt.

1.3 Anamie als Komorbiditat der Herzinsuffizienz

Anidmie ist eine hdufige Komorbiditit von HI. Ein systematisches Review aus dem Jahr 2024
kam zu dem Ergebnis, dass etwa jeder zweite Patient mit HI gleichzeitig an einer Andmie
als Komorbiditit leidet [63]. Dabei erhoht das gleichzeitige Vorliegen von Andmie in HI-
Patienten Morbiditdt und Mortalitit gegeniiber solchen, die lediglich eine HI ohne
begleitende Andmie aufweisen [64-70]. Es wird angenommen, dass mit jedem Punkt, den
die Hb-Konzentration in g / dl abnimmt, die Mortalitit um etwa 16 % ansteigt [71]. Diese
Rolle von Anédmie als Pradiktor fiir eine schlechte Prognose zeigt sich in bisherigen Studien



nicht nur in chronischer, sondern auch in akuter HI [72], und scheint sowohl in systolischer
als auch in diastolischer HI aufzutreten [68].

Andmie kann nicht nur eine bestehende HI aggravieren, es haben sich auch Hinweise darauf
gezeigt, dass Andmie das Risiko flir das Neuauftreten einer HI erhoht [73], was sich durch
eine gesteigerte Leistungsanforderung an das Herz bei Andmie erkldren lieBe. Diese These
wird dadurch unterstiitzt, dass starke Andmie in Entwicklungslindern bereits als haufige
Ursache fiir HI vorbeschrieben ist [74] und mittels Mendel’scher Randomisierung Hinweise
auf eine bidirektional gerichtete Kausalitidt zwischen HI und Andmie gefunden wurde [75].

Bei der Betrachtung von HI und Andmie als Komorbiditdten ist stets zu beachten, dass beide
Erkrankungen sehr #hnliche klinische Symptome verursachen konnen: Als hidufigste
Symptome werden der Andmie u.a. generalisierte Schwiche, Fatigue, Dyspnoe,
Benommenheit (light headedness), Beinahe-Synkopen und verringerte korperliche
Belastbarkeit zugeschrieben [76, 77]. Viele dieser Symptome sind ebenfalls typisch fiir HI,
sodass eine genaue Zuschreibung, welche der beiden Erkrankungen fiir im Einzelfall
vorliegende Symptome verantwortlich ist, nicht immer eindeutig mdglich ist. Eine Studie an
zwei Kohorten aus Norddeutschland mit insgesamt knapp 6.000 Patienten kam im Jahr 2023
zu dem Ergebnis, dass die Symptome Fatigue, Konzentrationsschwiche, Dyspnoe und
Schwiche, welche als Symptome einer Andmie gelten, weniger mit Andmie als mit HI und
anderen Erkrankungen wie Depression, chronisch-obstruktiver Lungenerkrankung (COPD)
und Asthma bronchiale assoziiert waren [78]. Dariiber hinaus ist HI in der Vergangenheit
selbst als ,,Symptom* einer Andmie bezeichnet worden [79]. Diese grofle symptomatische
Uberschneidung zwischen HI und Aniimie, auf welche auch in der Leitlinie der ESC
hingewiesen wird [1], unterstreicht die Notwendigkeit, Andmie in HI zu erkennen, da sie die
Symptome der HI aggravieren und zur geringen Lebensqualitit der Betroffenen beitragen
kann [80].

Obwohl sich in Zusammenschau dieser Evidenz einige Hinweise darauf zeigen, dass Andmie
die Entstehung und progressive Verschlechterung von HI vorantreiben kann, sind Ausmaf}
und zugrundeliegender Mechanismus dieses scheinbar schidlichen Einflusses nicht
abschliefend geklért.

1.4 Energiestoffwechsel des humanen Myokards

1.4.1 Grundlagen des Energiestoffwechsels

Zur Austlibung ihrer Funktionen bediirfen Zellen Energie, welche sie aus der Verbrennung
von Substraten gewinnen (Abb. 1). Die beiden wichtigsten Substrate sind Fettsduren und
Glucose [81]. Diese werden nach der Aufnahme aus der Nahrung iiber das Blut zu den
verschiedenen Organen des Korpers, einschlielich des Herzens, transportiert, und dort unter
Verbrauch von Sauerstoff oxidiert. Der in der Lunge aufgenommene Sauerstoft erreicht die
Organe ebenfalls iiber das Blut. Der Transport erfolgt dabei hauptsichlich iiber die Bindung
an den roten Blutfarbstoff Hdmoglobin, sodass die Menge an Hémoglobin im Blut
ausschlaggebend ist fiir die Menge an Sauerstoff, welche mit dem Blut transportiert werden
kann [82]. In der Zelle wird die Glucose iiber den Weg der Glucolyse und Fettsduren iiber
den Weg der B-Oxidation zunéchst zu Acetyl-Coenzym A umgesetzt, welches anschlieend
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in den Citratzyklus eingeschleust wird. Neben diesen beiden Hauptstoffwechselwegen
konnen auflerdem noch Protein, Laktat und Ketonkdrper zur Energiegewinnung genutzt
werden. In allen Féllen wird den als Substrat dienenden Kohlenwasserstoffen schrittweise
Wasserstoff entzogen, bis sie schlieBlich iiber die Zwischenstufe von Carboxylgruppen
vollstindig zu CO> oxidiert werden [83]. Der anfallende Wasserstoff hingegen wird auf die
beiden als Cofaktoren dienenden Dinukleotide Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD")
und Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) iibertragen und mithilfe der Atmungskettenkomplexe
auf Sauerstoffmolekiile transferiert, mit denen er zum Produkt Wasser reagiert [84].
Gleichzeitig wird  Adenosintriphosphat (ATP) durch  Phosphorylierung  von
Adenosindiphosphat (ADP) hergestellt. Diese Phosphorylierung ist energetisch an die oben
beschriebene Oxidation gekoppelt, sodass auch von oxidativer Phosphorylierung
(OXPHOS) gesprochen wird [85]. ATP enthélt energiereiche
Phosphorsdureanhydridbindungen, deren Hydrolyse wieder Energie freisetzt und damit als
,suniverselle Energiewdhrung des Lebens® zum Antrieb zahlreicher energieaufwéndiger
Prozesse wie Biosynthese, Zellhomdostase und Muskelkontraktion verwendet wird [86, 87].
Davon abgesehen spielt ATP eine wichtige Rolle in der Regulation von Signalwegen [88]
und trigt mafgeblich zur Loslichkeit von Proteinen im Zytoplasma bei [89, 90].

Die OXPHOS erfolgt in den Mitochondrien. Die Mitochondrien sind Zellorganellen, die
vermutlich im Rahmen endosymbiotischer Prozesse zwischen Bakterien und Archaea vor
ca. 1 —2 Milliarden Jahren entstanden [91]. Es wird geschitzt, dass diese Endosymbiose den
neu entstehenden Organismen durch die Aufnahme mitochondrialer Gene eine ca. 200.000-
fache VergroBerung ihres Genoms ermdglichte und damit einen grofen evolutionédren Vorteil
darstellte [92].

Die wichtigsten Aufgaben der Mitochondrien in komplexen Organismen sind OXPHOS,
Calciumhomdoostase, Steuerung des programmierten Zelltodes (Apoptose), der Autophagie
[93] und der Stammzellentwicklung [94], ebenso wie Biosynthese, Aufgaben im
Harnstoffzyklus [95] und die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen
species; ROS) [96-98], welche bei physiologischem Level wichtige Signalfunktionen im
Rahmen der Regulation der Zellfunktion spielen [99-101]. Als Ort der OXPHOS stellen die
Mitochondrien den priméren Ort der zelluldren Energiebereitstellung dar [102]. Dies erfolgt
iiber die Komplexe der Atmungskette, welche in der inneren Mitochondrienmembran
lokalisiert sind. Zugrundeliegendes Prinzip ist die chemiosmotische Kopplung [103, 104],
bei welcher der Fluss von Elektronen von NADH und FADH: iiber die
Atmungskettenkomplexe I bis V an die Beférderung von Protonen aus der mitochondrialen
Matrix in den Intermembranraum gekoppelt ist. In der Folge kommt es zum Aufbau eines
Protonengradienten tliber die innere Mitochondrienmembran, welcher die Phosphorylierung
von ADP zu ATP antreibt. Im Folgenden wird dieser Prozess nun genauer beschrieben:
Elektronen aus dem Cofaktor NADH werden liber Komplex I und aus dem Cofaktor FADH>
iiber Komplex II in die Atmungskette eingespeist. Uber Ubichinon (bezeichnet als Q-
Junction) werden Elektronen weiter auf Komplex III und von dort aus iiber Cytochrom c auf
Komplex IV weitergeleitet, welcher die Elektronen schlieBlich auf in der Matrix
befindlichen elementaren Sauerstoff libertragt, wodurch H>O entsteht. Die Komplexe I, III
und IV pumpen im Laufe dieser Redox-Reaktionen Protonen in den Intermembranraum,
sodass es zum Aufbau eines Protonengradienten iiber die innere Mitochondrienmembran
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Abb. 1: Energiemetabolismus in Kardiomyozyten. Glucose und Fettsduren dienen als Hauptsubstrate und
werden neben den quantitativ weniger bedeutsamen Substraten (Aminosduren, Ketonkorper und Laktat) aus
dem Blut in den Kardiomyozyten aufgenommen. Die Substrate werden zu Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA)
umgesetzt, indem Fettsduren die in der Mitochondrienmatrix stattfindende B-Oxidation und Glucose die im
Zytosol stattfindende Glucolyse durchlaufen. Im Rahmen der Glucolyse wird in geringem Male
Adenosindiphosphat (ADP) unter Zunahme freier Phosphatanionen zu Adenosintriphosphat (ATP)
phosphoryliert. Im ndchsten Schritt wird Acetyl-CoA in den Citratzyklus eingeschleust, in welchem die
vollstandige Oxidation zu Kohlenstoffdioxid (CO) stattfindet. Die im Rahmen der Oxidation freiwerdenden
Elektronen werden auf frei 16sliches Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD") und enzymgebundenes Flavin-
Adenin-Dinukleotid (FAD) iibertragen, welche zu NADH und FADH, reduziert werden. Die
Elektroneniibertragung ist durch gestrichelte Pfeile dargestellt. NADH und FADH, iibertragen ihrerseits die
Elektronen weiter auf die Atmungskettenkomplexe I und II, welche in der inneren Mitochondrienmembran
lokalisiert sind. Die Komplexe I und II reduzieren ihrerseits das membranstindige mobile Ubichinon (Q) zu
Ubichinol. Dariiber hinaus wird Ubichinon FAD-abhéngig durch das elektronentransferierende Flavoprotein
(ETF) mit Elektronen aus der B-Oxidation reduziert. Ubichinol wiederum reduziert Atmungskettenkomplex
III. Dieser reduziert iiber das im Intermembranraum befindliche Cytochrom ¢ (C) den Atmungskettenkomplex
IV, welcher die Elektronen schlieflich auf molekularen Sauerstoff (O,) iibertrdgt, der unter Zunahme von
Protonen zu Wasser (H»O) reagiert. Die Komplexe I, III und IV pumpen im Rahmen dieses Vorgangs Protonen
(H") aus der Mitochondrienmatrix in den Intermembranraum, sodass ein Protonengradient aufgebaut wird. Die
in diesem Gradienten gespeicherte Energie wird vom Atmungskettenkomplex V (ATP-Synthase) genutzt, um
unter Riickschleusung von Protonen in die Matrix die Phosphorylierung von ADP zu ATP anzutreiben. Eigene
Darstellung in Anlehnung an verschiedene Quellen [83, 85, 105].



kommt. Den letzten Atmungskettenkomplex (V) stellt die ATP-Synthase dar, welche
Protonen aus dem Intermembranraum zuriick in die Matrix schleust. Die beim Abbau des
Protonengradienten freigesetzte Energie wird genutzt, um ADP zu ATP zu phosphorylieren
[83].

1.4.2 Energiestoffwechsel im gesunden Myokard

Das Herz wird allgemein als das Organ mit dem hochsten Energieumsatz pro Gewicht
betrachtet [106]. Ein Grund dafiir konnte die hohe mechanische Arbeit des Herzens sein, das
im Leben eines Menschen im Durchschnitt ca. 3 Milliarden mal schldgt [107]. Dafiir miissen
groe Mengen Energie u.a. fiir den Ablauf des Querbriickenzyklus bereitgestellt werden
[108]. Der hohe Energieumsatz des Herzens zeigt sich gegeniiber anderen Organen in einer
sehr hohen Mitochondriendichte: ca. 25 % des Zellvolumens in myokardialen Zellen besteht
aus Mitochondrien, was die Mitochondriendichte aller anderen Organe im menschlichen
Korper iibersteigt [109]. Dariiber hinaus weisen die myokardialen Mitochondrien eine hohe
Zahl an Cristae, Einstiilpungen der inneren Mitochondrienmembran, auf [110], was auf eine
hohe Leistung der in der inneren Membran lokalisierten Atmungskettenkomplexe hinweisen
diirfte. Trotz seines enormen Energiebedarfes von 30 kg ATP pro Tag [111] besitzt das Herz
keine groBen Energiespeicher, sodass es seinen gesamten ATP-Speicher alle 10 Sekunden
einmal umwdélzt [112]. Daraus folgt, dass das Herz bei einem Erliegen der ATP-Produktion
nur etwa 12 Schldge lang weiterschlagen konnte [113]. Aus diesem Grund ist das Herz neben
der einwandfreien Funktion des Energiemetabolismus auch auf eine stindige Versorgung mit
Substraten und Sauerstoff angewiesen, wodurch sich die hohe Empfindlichkeit des Herzens
gegeniiber Durchblutungsstérungen erklirt, wie sie sich etwa an Myokardinfarkten zeigt.

Um kontinuierlich neues ATP generieren zu konnen, ist das Herz in der Lage, eine Vielzahl
an Substraten zu verwenden und wurde in diesem Zusammenhang bereits als ,,Allesfresser*
bezeichnet [112]. Dabei besitzt es die Fihigkeit, dynamisch zwischen der Verwertung
verschiedener Substrate zu wechseln, je nachdem, wie die individuelle Erndhrung und
Stoffwechsellage des einzelnen Menschen es vorgeben. Diese hohe metabolische Flexibilitét
unterscheidet das Herz von anderen Organen wie etwa dem Gehirn [114]. Gleichzeitig
erschwert die hohe Flexibilitidt des Herzens die Angabe allgemeingiiltiger Aussagen zur
Substratverwertung. Ein Konsens herrscht jedoch dariiber, dass Fettsduren die wichtigste
Energiequelle fiir das Myokard darstellen (ca. 40 — 60 % der ATP-Produktion), gefolgt von
Glucose (ca. 20 — 40 %). Der restliche Energiebedarf wird u.a. durch Ketonkdrper (ca. 10 —
12 %) und Proteine (ca. 1 — 2 %), sowie Laktat gedeckt [106, 115]. Interessanterweise
werden von der Gesamtmenge an produziertem ATP im gesunden Herzen 95 % in den
Mitochondrien und nur 5 % durch Glucolyse im Zytosol gewonnen, was den Stellenwert
oxidativer Energiegewinnung unter physiologischen Bedingungen und die grofe
Abhingigkeit des Herzens von Sauerstoff weiter unterstreicht.

1.4.3 Energiestoffwechsel des Myokards bei Herzinsuffizienz

Eine mitochondriale Einschrinkung wurde bereits an einer Vielzahl an Erkrankungen
nachgewiesen [116-121]. Auch in der Entstehung einer HI spielt die Dysfunktion
myokardialer Mitochondrien eine zentrale Rolle, insbesondere das resultierende kardiale
Energiedefizit, was auch als ,,energy depletion hypothesis* bezeichnet wird [122]. Bisherige
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Arbeiten an humanen Endomyokardbiopsien (EMB) konnten zeigen, dass die myokardiale
mitochondriale oxidative Kapazitit bei Menschen mit HI gegeniiber Menschen ohne HI
reduziert ist [105, 123]. In weiteren Studien, welche hochauflésende Respirometrie (high
resolution respirometry; HRR) nicht an kathetergestiitzten EMBs, sondern an humanem
Myokard aus herzchirurgischen Operationen anwendeten, konnte dariiber hinaus gezeigt
werden, dass die oxidative Kapazitdt im menschlichen Myokard bereits frith bei kardialen
Erkrankungen vor dem klinischen Auftreten einer HI im Vergleich zu gesunden Herzen
verringert ist [124].

Neben einer eingeschriankten mitochondrialen Funktion kommt es bei HI zu weiteren
Veranderungen im Energiestoffwechsel. Das Herz verliert seine Flexibilitét, verschiedene
Substrate zu verwenden, wobei der Anteil an Fettsduren an der ATP-Gewinnung gegeniiber
dem Anteil von Glucose reduziert wird [125]. Dabei erfolgt die Verschiebung von
mitochondrialer ATP-Generation hin zu nicht sauerstoffabhingiger ATP-Gewinnung durch
zytosolische Glucolyse, welche von der mitochondrialen Glucoseoxidation entkoppelt wird
[113, 126, 127]. Diese verhiltnismédfige Hochregulation der extramitochondrialen
Energiebereitstellung durch zytosolische Glucolyse stellt moglicherweise eine Antwort im
Sinne eines Kompensationsmechanismus auf die eingeschrankte mitochondriale Funktion
dar. Da die anaerobe Glucolyse verglichen mit dem mitochondrialen Energiestoffwechsel
jedoch nur etwa ein Zehntel der Menge an ATP pro Molekiil Glucose liefert [128], kann das
kardiale Energiedefizit durch diese Anpassung nicht vollstindig kompensiert werden. Die
Rolle anderer Energietrdger wie Ketonkdrper oder Aminosduren ist im Zusammenhang
dieser energetischen Verdanderungen noch weitgehend unklar, sto3t jedoch in der Forschung
auf zunehmendes Interesse [129].

Bei der Betrachtung von Verdnderungen im myokardialen Energiestoffwechsel bei HI ist
stets zu beachten, dass Komorbidititen einen wichtigen Einfluss nehmen: Ein Diabetes
mellitus verringert die Aufnahme von Glucose in die Zelle [109, 126, 130, 131] und wirkt
damit der Hochregulation der Energiebereitstellung aus Glucose entgegen. Die gegenseitige
Hemmung von Glucose und Fettsduren als Substrate wird nach threm Erstbeschreiber als
Randle cycle bezeichnet [132]. Ahnlich wie Diabetes mellitus scheint auch myokardiale
Ischimie den Abbau von Fettsdure gegeniiber Glucose zu beglinstigen [113, 133-135]. Dies
erscheint kontraintuitiv, da bei der Fettsdurenoxidation mehr Sauerstoff pro gebildetem ATP-
Molekiil benétigt wird als bei der Glucoseoxidation [136, 137]. Da die Energiegewinnung
aus Fettsduren jedoch in hohem Malle von der Funktion der Mitochondrien abhéngt, welche
bei HI eingeschrénkt ist, trigt eine vermehrte Aufnahme von Fettsduren nicht zur Besserung
der Energieversorgung bei HI bei, und kann diese, da die Aufnahme von Glucose iiber den
Randle cycle gehemmt wird, sogar verschlechtern.

Eine weitere hdufige Komorbiditdt von HI ist Andmie. Der Einfluss von Andmie auf den
myokardialen Mitochondrienstoffwechsel ist bisher nur wenig erforscht. Eine Studie von
Maeder et al. [138] fand eine Assoziation zwischen Andmie und verringerter
Transferrinsittigung in Menschen mit HI, was auf eine verringerte systemische
Verfiigbarkeit von Eisen bei Andmie in Menschen mit HI hindeutet. Dariiber hinaus konnte
die Studie einen verringerten myokardialen Eisengehalt in Menschen mit HI verglichen zu
Menschen ohne HI nachweisen. Melenovsky et al. [139] konnten dieses Ergebnis in einer
grofBeren Kohorte bestitigen und kamen dariiber hinaus zu dem Ergebnis, dass in Menschen
mit HI ein myokardialer Eisenmangel mit stiarkerer Koronarer Herzerkrankung, verringerter

Aktivitidt von Aconitase und Citratsynthase, sowie verringerter Expression von Katalase,
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Glutathionperoxidase und Superoxiddismutase 2 bei erhaltener Aktivitit der
Atmungskettenkomplexe assoziiert ist. Ein direkter Einfluss von Andmie auf die
myokardiale Mitochondrienfunktion ist bisher allerdings noch nicht untersucht worden und
konnte einen wichtigen Schritt in der Aufklarung der Pathogenese von HI darstellen.

1.4.4 Grundlagen der Respirometrie

Eine der am hiufigsten angewendeten Methode zur Quantifizierung des mitochondrialen
Stoffwechsels ist die Respirometrie. Diese basiert auf dem Grundprinzip, dass
Mitochondrien im Rahmen der OXPHOS Sauerstoff verbrauchen. In einer geschlossenen
Kammer wird die Sauerstoftkonzentration iiber einen polarographischen Sauerstoffsensor
(polarographic oxygen sensor; POS) gemessen [140-143]. AnschlieBend wird anhand der
Verdinderung der Sauerstoftkonzentration im Medium die Sauerstoffverbrauchsrate
berechnet. Dieser Sauerstoffverbrauch errechnet sich zunichst aus der iiber die Zeit
gemessenen Sauerstoffkonzentration in Form einer negativen Ableitung als O:-Slope. Nach
Normierung auf das Probengewicht bzw. die Zellzahl erhédlt man den O,-Flux. Wird dieser
um den Sauerstoffverbrauch des POS selbst (instrumental background correction) sowie den
Sauerstoffverbrauch der extramitochondrialen Zellstrukturen (residualer Sauerstoffkonsum;
residual oxygen consumption; ROX) korrigiert, so bleibt der Theorie nach allein der
mitochondriale Sauerstoffverbrauch tibrig.

Im Laufe der HRR wird die Probe verschiedenen Substraten, Entkopplern und Inhibitoren
einzelner Atmungskettenkomplexe ausgesetzt, was als Substrate-Uncoupler-Inhibitor
Titration- (SUIT-) Protokoll bezeichnet wird [144]. Auf diese Weise lassen sich verschiedene
Respirationsstadien messen, da die oxidative Aktivitdit der Mitochondrien je nach
Substratangebot, Zahl der aktiven Atmungskettenkomplexe und Kopplungszustand variiert.
Physiologisch sind die Atmungskettenkomplexe I bis IV iiber den Protonengradienten iiber
die innere Mitochondrienmembran an die ATP-Synthase gekoppelt. Dies ldsst sich jedoch
iiber Entkoppler wie Carbonylcyanid-4-(trifluormethoxy)phenylhydrazon (FCCP) dndern.
FCCP transportiert Protonen iiber die innere Mitochondrienmembran und hebt somit den
iiber die Atmungskette aufgebauten Protonengradienten auf. Bei der Titration von FCCP
sollte vorsichtig vorgegangen werden, da es bei groBeren Konzentrationen zu erheblichen
Schédden an den Mitochondrien kommen kann [145].

Prinzipiell ldsst sich Respirometrie mit isolierten Mitochondrien, intakten Zellen oder
permeabilisierten Zellen durchfiihren [143, 146]. Da jedoch die Respiration maf3geblich von
den in der Zelle vorhandenen Substratkonzentrationen abhingig ist und die Zellmembran fiir
viele Substrate nur semi- oder impermeabel ist, ist eine Messung maximaler Kapazititen in
intakten Zellen praktisch nicht moglich. Aus diesem Grund wird in der Regel entweder mit
permeabilisierten Zellen oder isolierten Mitochondrien gearbeitet. Dabei bieten
permeabilisierte Zellen gegeniiber isolierten Mitochondrien einige Vorteile: zunédchst wird
eine natiirliche zellulire Umgebung aufrechterhalten, sodass die Interaktion mit anderen
zelluldren Bestandteilen weiterhin mdglich bleibt [145, 147] und diese Methode im
Allgemeinen als die dem physiologischen Zustand nédhere gilt [148, 149]. Dariiber hinaus
bleibt die mitochondriale Morphologie besser erhalten [150], es gehen dabei keine
Mitochondrien verloren und es kommt zu geringeren strukturellen Schidden an
Mitochondrien [151, 152]. Zuletzt wird fiir die Isolierung von Mitochondrien mehr

Probenmaterial bendtigt, was die Anwendbarkeit dieser Methode bei eingeschrankter
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Probenverfiigbarkeit limitieren kann. Ein moglicher Nachteil bei der Verwendung
permeabilisierter Zellen liegt allerdings in der mdglichen interpersonellen Variabilitét bei
der manuellen mechanischen Separierung der Muskelfasern [151]. Insgesamt hat sich die
Verwendung permeabilisierter Muskelfasern auch speziell fiir die HRR in Myokardproben
als effektive Methode erwiesen [123, 124, 146, 153-158].

Die Respiration von Zellen und Geweben hiangt wie oben beschrieben stark von dufleren
Rahmenbedingungen wie der Verfiigbarkeit von Substraten ab. Aus diesem Grund werden
in der Respirometrie vordefinierte Rahmenbedingungen hergestellt, die als Stadien
bezeichnet werden. Diese Stadien sollen Experimente untereinander vergleichbar machen.

Historisch wurden hiufig die von B. Chance und G. R. Williams definierten Stadien genutzt
[159-165]. Heutzutage ist demgegeniiber eine iiberarbeitete Nomenklatur geldufig, die nur
fiir isolierte Mitochondrien und permeabilisierte Zellen verwendet wird und welche sich u.a.
am Kopplungszustand des Systems orientiert [166]: Die oxidative Phosphorylierungs-
Kapazitit (OXPHOS-Kapazitit; P) entspricht der maximalen Respiration nach
Substratzugabe im gekoppelten System, d.h. in einem System, in dem der Aufbau eines
Protonengradienten iiber die innere Mitochondrienmembran moéglich ist, und somit die
Aktivitdt der Atmungskettenkomplexe an die Synthese von ATP gekoppelt ist. Dabei ist
anzumerken, dass die Auswahl der verwendeten Substrate je nach Organpriferenz im
Experiment angepasst wird; bei Verwendung von Herzmuskelgewebe etwa ist u.a. die
Verwendung von Fettsduren geldufig. Nach Hemmung der ATP-Synthase durch Substanzen
wie Oligomycin ldsst sich die mitochondriale Respiration messen, die durch den
Protonenriickstrom durch die Membran (englisch: leak) an der ATP-Synthase vorbei
zustande kommt [83], und welche somit in vivo nicht zur ATP-Synthese beitrdgt. Dieser
Marker fiir die Integritdt der inneren Mitochondrienmembran wird als LEAK-Respiration
(L) bezeichnet. Nach Zugabe eines Entkopplers wie FCCP ldsst sich die maximal erreichbare
Respiration im entkoppelten Zustand messen. Dieses Respirationsstadium wird als Electron-
Transfer-System-Kapazitit (ETS-Kapazitit; E) bezeichnet, da die Respiration in diesem
Stadium komplett von der Phosphorylierung von ADP zu ATP durch die ATP-Synthase
entkoppelt ist. Geldufig ist dariiber hinaus die Berechnung von Quotienten aus den
genannten Stadien, insbesondere die respiratory control ratio (RCR) und die LEAK control
ratio (LCR), welche folgendermaflen berechnet werden:

(1) RCR=P/L
) LCR=L/E

Da diese Quotienten keine absoluten, sondern relative Angaben sind, gelten sie im
Allgemeinen als weniger anfiéllig gegentiber Messunterschieden zwischen Experimentatoren
und werden héufig als Marker fiir die mitochondriale Kopplungseffizienz herangezogen
[167].
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1.5 Ziele der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Assoziation zwischen Andmie und der
mitochondrialen Funktion im humanen Ventrikelmyokard zu untersuchen.

Konkret sollten folgende Hypothesen im Rahmen der Arbeit liberpriift werden:

L. Bei Menschen ohne HI ist Andmie mit einer verringerten mitochondrialen
oxidativen Kapazitit und Kopplungseffizienz im Myokard assoziiert.
II. Bei Menschen mit nichtischdmisch bedingter HI ist Andmie mit einer

verringerten mitochondrialen oxidativen Kapazitit und Kopplungseffizienz
im Myokard assoziiert.

II1. Bei Menschen mit terminaler ischdmisch bedingter HI ist Andmie mit einer
verringerten mitochondrialen oxidativen Kapazitit und Kopplungseffizienz,
sowie einem verringerten Mitochondriengehalt im Myokard assoziiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Im Folgenden findet sich eine Auflistung aller im Rahmen der Arbeit verwendeten
Materialien, aufgeteilt in Chemikalien, Kits, Verbrauchsmaterialien, Gerédte und Software.
Alle Eintrdge beinhalten neben dem Produktnamen zusétzlich den Namen der herstellenden
Firma, den Ort ihrer Niederlassung und, sofern vorhanden, die Angabe einer Katalognummer
(Kat.-Nr.).

2.1.1 Chemikalien

Adenosin-5-diphosphat Monokaliumsalz Dihydrat

(Kat.-Nr. A5285, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
Adenosin-5 -triphosphat Dinatriumsalz Hydrat

(Kat.-Nr. A2383, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
Antimycin A aus Streptomyces sp.

(Kat.-Nr. A8674, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
Bovines Serumalbumin, minimum 98 %

(Kat.-Nr. A7030, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
Calciumcarbonat

(Kat.-Nr. C4830, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
Carbonylcyanid-4-(trifluormethoxy)phenylhydrazon (FCCP)

(Kat.-Nr. C2920, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
Cytochrom c aus Pferdeherz

(Kat.-Nr. C7752, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
Dulbecco s Phosphate Buffered Saline

(Kat.-Nr. D8537, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
Ethanol absolut > 99,8 %

(Kat.-Nr. 20821.330, VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland)
Ethylenglycol-bis(p-aminoethylether)-N,N,N’,N -tetraessigsdure (EGTA)
(Kat.-Nr. E-4378, Sigma chemical company, St. Louis, USA)
L-Glutaminsdure Mononatriumsalz

(Kat.-Nr. G1626, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
2-(4-(2-Hydroxyethyl)- I -piperazinyl)-ethansulfonsdure (HEPES)
(Kat.-Nr. HN78.3, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
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Imidazol

(Kat.-Nr. 56750, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
Kaliumdihydrogenphosphat

(Kat.-Nr. 1.04873.1000, Merck, Darmstadt, Deutschland)
Kaliumhydroxid

(Kat.-Nr. 1.05033.1000, Merck, Darmstadt, Deutschland)
Kreatinphosphat Dinatriumsalz Hydrat

(Kat.-Nr. P7936, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
Lactobionsdure

(Kat.-Nr. 153516, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
Magnesiumchlorid-Hexahydrat zur Analyse

(Kat.-Nr. 1.05833.0250, Merck, Darmstadt, Deutschland)
L-(-)-Malonsdure

(Kat.-Nr. M1000, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
2-Morpholino-ethansulfonsduremonohydrat (MES-hydrat)

(Kat.-Nr. 69890, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
Natriumsuccinat dibasisch Hexahydrat

(Kat.-Nr. S2378, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
(x)-Octanoylcarnitinchlorid

(Kat.-Nr. 0605, TOCRIS Bio-Techne GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland)
Oligomycin aus Streptomyces diastatochromogenes

(Kat.-Nr. 04876, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
Rotenon

(Kat.-Nr. R8875, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
D-Saccharose

(Kat.-Nr. S1888, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
Saponin

(Kat.-Nr. 47036, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
Taurin

(Kat.-Nr. T8691, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
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2.1.2

2.1.3

Kits

Citrate Synthase Assay Kit

(Kat.-Nr. CS0720, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
Zelllysereagens CelLytic™ MT Cell Lysis Reagent

(Kat.-Nr. C3228, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
Protease Inhibitor Cocktail

(Kat.-Nr. P8340, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
DC™ Protein Assay Kit (Reagenzien A, B und S)

(Kat.-Nr. 5000113, 5000114 und 5000115, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,

USA)

Verbrauchsmaterialien

6-Well-Platte Cellstar 6 Well Cell Culture Plate, sterile, with lid

(Kat.-Nr. 657 160, Greiner Bio-One international GmbH, Kremsmiinster,
Osterreich)

96-Well-Platte Greiner-CELLSTAR®-96-Well-Platten

(Kat.-Nr. 6555180, M0812, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland)

Aufziehkantiile BDTM Blunt Fill Needle

(Kat.-Nr. 303129, Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA)
Blutabnahmerohrchen Serum, BD Vacutainer®

(Kat.-Nr. 366566, Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA)
Blutabnahmerohrchen EDTA, BD Vacutainer®

(Kat.-Nr. 368499, Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA)
Blutabnahmeset BD Vacutainer® Safely-LokTM 21G (0,8 x 19 mm), 305 mm
Schlauch, Luer Adapter

(Kat.-Nr. 367286, Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA)
Cardiobiopsiezange - nicht formbar

(Kat.-Nr. EH1518.02-120, H. + H. Maslanka GmbH, Tuttlingen, Deutschland)
Dosierpumpenspritze Original-Perfusor®-Spritze 50 ml

(Kat.-Nr. 8728852F-06, B. Braun SE, Melsungen, Deutschland)
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Glasflaschchen Chromacol 300 ul Fixed insert vial, clear, snap cap,
Thermo Fisher Scientific

(Kat.-Nr. 03-FIRYV, Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland)
Katheterschleuse Long Sheath Introducer

(Kat.-Nr. 501-613A, Cordis Corporation, Miami Lakes, USA)
MikroreaktionsgefaBBe Eppendorf Tubes Protein LoBind Tube 1,5 ml
(Kat.-Nr. 022431081, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

Pipette Costar Stripette 5 ml

(Kat.-Nr. 4487, Corning Incorporated, Glendale, USA)

Pipettenspitzen epT.I.P.S. Racks Biopur 500 — 2500 ul

(Kat.-Nr. E4820CCB94932449, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
Pipettenspitzen SurPhob Spitzen 1000 ul, farblos, steril

(Kat.-Nr. VT0168, Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, Deutschland)
Pipettenspitzen TipOne 10/ 20 ul

(Kat.-Nr. S1110-3700, Starlab Schweiz AG, Affoltern am Albis, Schweiz)
Pipettenspitzen TipOne 1000 u!

(Kat.-Nr. S1122-1830, Starlab Schweiz AG, Affoltern am Albis, Schweiz)
Pipettenspitzen TipOne 300 ul

(Kat.-Nr. K1312530-2146, Starlab Schweiz AG, Affoltern am Albis, Schweiz)
Rundfilter 595, Schleicher & Schuell, Durchmesser 55 mm

(Kat.-Nr. 311 607, Hahnemiihle FineArt GmbH, Dassel, Deutschland)
Sterile Skalpellklingen

(C. Bruno Bayha GmbH, Tuttlingen, Deutschland)

Vernichtungsbeutel 2 1, 300 x 200 mm, PP, transparent, ohne Druck
(Kat.-Nr. 86.1197, Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, Deutschland)
Verschlusskappen Chromacol 11 mm Snap cap silicone/PTFE Seal, Blue
(Kat.-Nr. 11-PSN(B)-ST1, Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland)
Wigeschalen Rotilabo, blau, antistatisch, 8 ml

(Kat.-Nr. 2149.2, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
Wigeschalen Weigh Boat small blue antistatic

(Kat.-Nr. HS120222, Heathrow Scientific LLC, Vernon Hills, USA)
Zentrifugenréhrchen Cellstar Tubes 50 ml, konischer Boden

(Kat.-Nr. 227261, Greiner Bio-One International GmbH, Kremsmiinster,
Osterreich)
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2.1.4 Gerite

Feinwaage Sartorius A 120 S

(Kat.-Nr. 014128, 50609650, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland)
Flockeneisbereiter NordCap SPR-80

(Kat.-Nr. 41320750600, NordCap GmbH & Co. KG, Bremen, Deutschland)
Inkubator Incubator Classic-Line

(BINDER GmbH, Tuttlingen, Deutschland)

Magnetrithrer RCT Basic IKA Labortechnik

(IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland)

Mikroplattenleser FLUOStar Omega Microplatereader

(BMG LABTECH GmbH, Ortenberg, Deutschland)

Oxygraph O2k-FluoRespirometer

(Oroboros Instruments, Innsbruck, Osterreich)

pH-Meter Lab 870, Schott Instruments

(Schott AG, Mainz, Deutschland)

Pinzette FST Mirror Finish Forceps, straight, Inox, 11 cm

(Kat.-Nr. 11251-23, Manufactures D ’Outils Dumont SA, Montignez, Schweiz)
Pinzette F'ST Student Dumont Forceps, gebogen, Inox, 11 cm

(Kat.-Nr. 91197-00, Manufactures D 'Outils Dumont SA, Montignez, Schweiz)
Pipettierhilfe Pipetus junior

(Kat.-Nr. 9902000, Hirschmann Laborgerdite GmbH & Co. KG, Eberstadt,
Deutschland)

Pipette Eppendorf Reference 0,5 - 10 ul

(Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

Pipette Eppendorf Reference 10— 100 ul

(Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

Pipette Eppendorf Reference 100 — 1000 ul

(Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

Pipette Eppendorf Reference 500 — 2500 ul

(Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

Reinstwassersystem Milli-Q

(Merck, Darmstadt, Deutschland)
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2.1.5

Taumelschiittler Biometra WT12

(Analytik Jena GmbH & Co. KG, Jena, Deutschland)
Ultratiefkiihlgerdt -80 °C

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

Vortex-Mischer

(Kat.-Nr. 444-1372, VWR International GmbH, Dietikon, Schweiz)
Wasserbad VWB 12, 37 °C

(VWR International GmbH, Dietikon, Schweiz)

Zentrifuge Heraeus™ Fresco™ 17 Microcentrifuge

(Kat.-Nr. 75002420, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

Software

DatLab, Version 7.4.0.4

(Oroboros Instruments, Innsbruck, Osterreich)

IBM SPSS Statistics, Version 29.0.0.0

(International Business Machines Corporation, Armonk, USA)
Microsoft Office 365

(Microsoft Corporation, Redmond, USA)

Overleaf

(Digital Science UK Unlimited, London, UK)

2.2 Studiendesign

Zur Beantwortung der drei aufgestellten Hypothesen wurden im Zeitraum von Mai 2016 bis
Oktober 2022 in der Klinik fiir Kardiologie, Pneumologie und Angiologie des
Universitétsklinikum Diisseldorf Studienteilnehmer fiir die drei folgenden Kohorten

rekrutiert:

1.

Menschen, denen in der Vergangenheit im Rahmen einer Herztransplantation (HTX)
ein Herz transplantiert worden war, und denen im Rahmen des regelmifigen
Screenings auf AbstoBungsreaktionen kathetergestiitzte EMBs entnommen wurden,
und bei denen sich aktuell keine Abstoungsreaktion gegen das implantierte Herz
zeigte (definiert als histologisches grading > 0 gemidl der Einteilung der
International Society for Heart and Lung Transplantation [168] oder LVEF <50 %),
um einen stérenden Einfluss von AbstoBungen auf die Messung zu vermeiden [153]

(Post-HTX-Kohorte).



2. Menschen mit nichtischdmisch bedingter HI, denen aus diagnostischen
Griinden kathetergestiitzte EMBs entnommen wurden
(Nichtischdmische-HI-Kohorte).

3. Menschen mit ischdmisch bedingter terminaler HI, denen ein Linksventrikuldres
Unterstlitzungssystem (left ventricular assist device; LVAD) implantiert wurde
(Ischdmische-HI-Kohorte).

Alle in die Studie eingeschlossenen Teilnehmer waren zwischen 20 und 85 Jahre alt.
Ausgeschlossen wurden Menschen, auf die mindestens eines der folgenden Kriterien zutraf:

- Akute Infektionserkrankungen innerhalb der letzten zwei Wochen vor der
Untersuchung

- Schwangerschaft

- Infektionen mit oder Risiko fiir Infektionen mit HIV, Hepatitis-B-Virus oder
Hepeatitis-C-Virus

- Einnahme von Alkohol oder sonstigen Rauschmitteln im Sinne einer
Suchterkrankung

- Schwerwiegende psychiatrische Erkrankungen

- Aktive Krebserkrankungen

Jeder potenzielle Studienteilnehmer wurde durch einen Studienarzt aufgeklirt und erhielt
eine Bedenkzeit iiber die eigene Studienteilnahme von mindestens einem Tag. Nach
Einwilligung zur Studienteilnahme wurden Herzgewebeproben gewonnen, wie es im
folgenden Kapitel beschrieben ist. Dariiber hinaus wurden als weitere Untersuchungen eine
kardiale MRT und eine vendse Blutabnahme durchgefiihrt. Eine Studienteilnahme war
ebenfalls moglich, wenn eine oder beide dieser zusitzlichen Untersuchungen selektiv
abgelehnt wurden, der Gewinnung von Herzgewebeproben jedoch zugestimmt wurde. In der
Regel erfolgte die Autkldrung im Rahmen der préstationidren Vorstellung. Zwei Tage spéter
erfolgte die elektive Wiedervorstellung und es wurden Herzgewebeproben und Blut am
niichternen Studienteilnehmer abgenommen. Die kardiale MRT wurde in der Regel am
letzten Morgen vor der Entlassung am nicht niichternen Studienteilnehmer durchgefiihrt.

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitdt unter den
Studiennummern 5263R, 2021-1635 und 2022-1962 genehmigt. Alle durchgefiihrten
Versuche standen im Einklang mit der Deklaration von Helsinki [169].

2.3 Probengewinnung

2.3.1 Gewinnung von Herzgewebe bei Endomyokardbiopsien

Die EMBs stammten in allen Fallen aus der rechten Seite des interventrikuléren Septums.
Die Entnahme erfolgte durch einen Facharzt fiir Kardiologie mittels einer
Cardiobiopsiezange (Cardiobiopsiezange — nicht formbar, Kat.-Nr. EH1518.02-120, H. +
H. Maslanka GmbH, Tuttlingen, Deutschland), welche iiber die V. femoralis links oder rechts
in den rechten Ventrikel vorgeschoben wurde. Auf die Entnahme von EMBs zu
Studienzwecken wurde verzichtet, wenn diese vom Sondeur als zusétzliches Risiko fiir den
Studienteilnehmer eingeschétzt wurde. Nach Entnahme wurden die EMBs sofort mit einer
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sterilen ~ Skalpellklinge aus der Cardiobiopsiezange genommen und in ein
Mikroreaktionsgefa3 (Eppendorf Tubes Protein LoBind Tube 1,5 ml, Kat.-Nr. 022431081,
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) gegeben, welches mit 0,7 ml BIOPS gefiillt war und
bis zur Biopsieentnahme auf Eis gelagert wurde. Das Gewicht der EMBs betrug jeweils
zwischen 0,1 und 3 mg.

2.3.2 Gewinnung von Herzgewebe bei LVAD-Implantationen

Studienteilnehmer der Ischdmische-HI-Kohorte wurden im Rahmen der Routinetherapie der
herzchirurgischen Implantation eines LVAD unterzogen. Dabei wurde als Teil der Operation
aus dem Bereich der Herzspitze ein Stiick Herzgewebe entfernt. Aus diesem Stiick entfernten
Gewebes wurde zu Studienzwecken eine Probe von ca. 15 g Masse herausgeschnitten und
sofort in ein mit BIOPS gefiilltes Zentrifugenréhrchen (Cellstar Tubes 50 ml, konischer
Boden, Kat.-Nr. 227261, Greiner Bio-One International GmbH, Kremsmiinster, Osterreich)
gegeben, welches sofort auf Eis gelagert wurde. Das so gewonnene Gewebe wurde aufgeteilt
in jeweils zwei kleine Biopsien, die vom Gewicht dquivalent mit den EMBs waren, und ein
grofles verbleibendes Gewebestiick. Die beiden kleinen Gewebestiicke wurden sofort im
Anschluss der HRR zugefiihrt wurden (sieche Kapitel 2.4.2) und das groBe Gewebestiick
wurde bei -80 °C eingefroren, um zu einem spédteren Zeitpunkt eine Bestimmung der Citrat-
Synthase-Aktivitdt (CSA) durchzufiihren (siehe Kapitel 2.5).

2.4 Hochauflosende Respirometrie

2.4.1 Herstellung der Reagenzien zur hochauflosenden Respirometrie

Vor Beginn der Studie wurden einmalig Vorrite an den fiir die HRR bendtigten Losungen
biopsy preservation solution (BIOPS) und mitochondrial respiration medium 05 (MiRO05),
sowie die Injektionslosungen fiir das SUIT-Protokoll hergestellt. BIOPS wurde hergestellt
wie zuvor beschrieben [170] und auf ein pH von 7,1 eingestellt. Bestandteile und
Konzentrationen in mmol / 1 (mM) des fertigen BIOPS sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tabelle 1: Zusammensetzung der biopsy preservation solution (BIOPS). Hergestellt nach [170].

Chemikalie Konzentration in mM
H2O -
CaK,EGTA 2,8
KoEGTA 7,2
Na,ATP 5,8
MgCly-6H,O 6,6
Taurin 20
NazPhosphokreatin 15
Imidazol 20
Dithiothreitol 0,5
MES-hydrat 50

20



ATP: Adenosintriphosphat; Ca: Calcium; Cl: Chlor; EGTA: Ethylenglycol-bis(f-aminoethylether)-N,N,N’ N’-
tetraessigsdure; H,O: Wasser; K: Kalium; MES-hydrat: 2-Morpholinoethansulfon-sduremonohydrat; Mg:
Magnesium; mM: Millimol / Liter; Na: Natrium.

MiRO05 wurde hergestellt wie zuvor beschrieben [171] und auf ein pH von 7,1 eingestellt.
Bestandteile und Konzentrationen des fertigen MiROS5 sind dargestellt in Tabelle 2.

Tabelle 2: Zusammensetzung des mitochondrial respiration medium 05 (MiR05). Hergestellt nach [171].

Bestandteil Konzentration
H>O -

EGTA 0,5 mM

MgCl, 3 mM
Lactobionséure 60 mM

Taurin 20 mM
KH>PO4 10 mM
HEPES 20 mM
D-Saccharose 110 mM
Bovines Serumalbumin 1g/1

CIL: Chlor; H: Wasserstoff; H,O: Wasser; HEPES: 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsiure;
EGTA: Ethylenglycol-bis(B-aminoethylether)-N,N,N’ N’-tetraessigséure; g: Gramm; K: Kalium; I: Liter; Mg:
Magnesium; mM: Millimol / Liter; O: Sauerstoff; P: Phosphor.

BIOPS und MiR0S5 wurden in Zentrifugenréhrchen zu je 40 ml abgefiillt und bis zur spéteren
Verwendung bei -20 °C gelagert.

Um Injektionslosungen fiir das SUIT-Protokoll geméR [170] herzustellen, wurden Malat,
Octanoylcarnitin, Adenosindiphosphat (ADP), Glutamat, Succinat und Cytochrom c jeweils
in Wasser, und Oligomycin, FCCP, Rotenon und Antimycin A jeweils in Ethanol zu den in
Tabelle 3 dargestellten Konzentrationen geldst. Losungen mit Malat, ADP, Glutamat und
Succinat wurden nach Zubereitung jeweils mit Kalilauge auf einen pH-Wert von pH = 7
titriert. Die ADP-Ldsung wurde bei -80 °C eingefroren, alle anderen Losungen wurden bei
-20 °C eingefroren. Zur jeweiligen Nutzung im Rahmen der Experimente wurden die
bendtigten Reagenzien je nach Bedarf aufgetaut.

Tabelle 3: Losungen fiir die Substrate-Uncoupler-Inhibitor Titration (SUIT).

Reagenz Konzentration Loésungsmedium Titrationsvolumen Finale

(mM) (nb) Konzentra-
tion (mM)

Malat 800 H>O 5 2

Octanoyl- 100 H>O 20 1

carnitin

ADP 500 H>O 100 2,5

Glutamat 2000 H>O 10 10

Succinat 500 H>O 40 10
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Cytochromc 4 H>O 5 0,01

Oligomycin 5 Ethanol 2 0,005
FCCP 1 Ethanol 0,4 0,0002
pro Schritt pro Schritt
Rotenon 1 Ethanol 1 0,0005
Antimycin A 5 Ethanol 2 0,005

ADP: Adenosintriphosphat; FCCP: Carbonylcyanid-4-(trifluormethoxy)phenylhydrazone; H,O: Wasser; mM:
Millimol / Liter; pl: Mikroliter.

2.4.2 Durchfithrung der hochauflosenden Respirometrie

Herzgewebeproben, die fiir die HRR bestimmt waren, wurden auf Eis in BIOPS ins Labor
transportiert und fiir die HRR vorbereitet. StandardméfBig wurde die HRR pro
Studienteilnehmer in Duplikaten durchgefiihrt. Zunédchst wurden Proben in einer 6-Well-
Platte (Cellstar 6 Well Plate, sterile, with lid, Kat.-Nr. 657 160, Greiner Bio-One
international GmbH, Kremsmiinster, Osterreich) wie im Folgenden beschrieben fiir die HRR
vorbereitet: Zunichst wurde die Probe in ein Well mit 2,5 ml BIOPS gegeben und mit zwei
Pinzetten vorsichtig mechanisch separiert, soweit die Probengrofe dies zulie3. Anschlieend
wurde fiir jedes Experiment eine Saponinldsung mit einer Konzentration von 5 mg/ ml frisch
hergestellt. 25 pl dieser Saponinldsung wurden dem Well hinzugegeben, um eine finale
Saponinkonzentration von 50 pg / ml zu erreichen. Hierdurch wurde die Permeabilisierung
der Muskelfasern gestartet. Saponin 16st selektiv Zellmembranen auf, wobei mitochondriale
Membranen aufgrund ihres niedrigeren Cholesteringehalts intakt bleiben [172]. Um trotz
dieser Selektivitit die Intaktheit mitochondrialer Membranen zu iiberpriifen, wurde im
Rahmen der unten beschriebenen SUIT-Titration Cytochrom c als Kontrolle verwendet
[145]: dieses befindet sich im Intermembranraum der Mitochondrien und ist an der
Ubertragung von Elektronen im Rahmen der Atmungskette beteiligt. Da es die #uBere
Mitochondrienmembran nicht iiberwinden kann, sollte eine Injektion an Cytochrom c in die
Respirationskammer zu keinem relevanten Anstieg der Respiration fithren. Kommt es doch
zu einem Anstieg, so weist dies auf eine Schidigung der duBBeren Mitochondrienmembran
hin [141]. Die 6-Well-Platte wurde mit ihrem Deckel verschlossen und mit Aluminiumfolie
abgedeckt, um Lichteinwirkung zu vermeiden, und auf Eis auf einen Taumelschiittler
(Biometra WTI12, Analytik Jena GmbH & Co. KG, Jena, Deutschland) gestellt. Nach 30
Minuten Inkubation mit Saponin wurde die Probe im néchsten Schritt zur Auswaschung des
Saponins vorsichtig in ein neues Well mit 2,5 ml MiR05 iiberfiihrt, erneut abgedeckt und auf
Eis auf dem Taumelschiittler fiir 10 Minuten gewaschen. Dieser Schritt wurde anschlieend
ein weiteres Mal durchgefiihrt. Eine schematische Darstellung der Probenzubereitung findet
sich in Abb. 2. AnschlieBend wurde die Probe vorsichtig mit der Pinzette fiir eine Sekunde
auf Filterpapier getrocknet und gewogen. Das Gewicht der Proben betrug zwischen 0,1 und
3 mg. Nach dem Wiegen war die Probe bereit fiir die HRR und wurde bis zum Start des
Experiments in das letzte Well mit MiR05 zuriickgegeben, um eine Schadigung des Gewebes
durch Austrocknung zu verhindern.
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Duplikat A

Duplikat B

~ ..

Abb. 2: Schematische Darstellung der Probenzubereitung fiir die hochauflésende Respirometrie.
Duplikat A durchlief die obere, Duplikat B die untere Reihe der 6-Well-Platte. Zunédchst wurde jede Probe mit
zwel Pinzetten mechanisch in 2,5 pl biopsy preservation solution (BIOPS) separiert und nach anschlieBender
Zugabe von Saponinlosung 30 Minuten lang bei einer finalen Saponinkonzentration von 50 pg / ml
permeabilisiert. AnschlieBend erfolgten zwei jeweils zehnminiitige Waschungen in je 2,5 ml mifochondrial
respiration medium 05 (MiR05). Die gesamte Probenzubereitung erfolgte auf Eis. ml: Milliliter; pg:
Mikrogramm; pl: Mikroliter

Parallel zur Vorbereitung der Proben wurde der Oxygraph (OZ2k-FluoRespirometer,
Oroboros Instruments, Innsbruck, Osterreich) fiir die HRR vorbereitet. Hierfiir wurden beide
Kammern mit je 2,3 ml MiRO0S5 gefiillt und, nachdem eine stabile Temperatur von 37 °C
erreicht war, ein Riihrfischtest (stirrer test) und eine Kalibrierung bei Raumluft (air
calibration) gemial3 der Angaben des Herstellers [140] durchgefiihrt. Ein instrumental O>
background test bei hoher O,-Konzentration wurde separat durchgefiihrt geméaf [173] und
der ermittelte instrumentelle Hintergrundwert wurde bei den jeweiligen HRRs zur
instrumental Oz background correction angewendet.

Sobald sowohl die Proben als auch der Oxygraph vorbereitet waren, wurde die HRR initiiert.
Dazu wurden die Proben in die Kammern des Oxygraphen gegeben. Die Zeit zwischen
Entnahme der Proben und Start der HRR betrug unter 6 Stunden. Beide Kammern wurden
hyperoxygeniert, um eine Sauerstoftkonzentration von ca. 450 uM zu erreichen und eine
Limitation der Sauerstoffdiffusion zu vermeiden. Fiir die HRR wurde ein bereits etabliertes
SUIT-Protokoll verwendet [105, 123, 153, 154, 156], bei dem die in Tabelle 3 aufgefiihrten
Losungen jeweils nacheinander in die Kammern injiziert wurden. Mit Ausnahme von FCCP
erfolgte die jeweils nichste Injektion, nachdem ein stabiles Stadium der Respiration erreicht
war. Nach Zugabe von Oligomycin, Rotenon und Antimycin A wurde jeweils 10 Minuten
gewartet. Die Zugabe von FCCP erfolgte in einzelnen Titrationsschritten, bis der O>-Flux
nicht mehr weiter zunahm (i.d.R. 2 bis 4 Schritte). Fiel die Sauerstoffkonzentration in der
Kammer wéhrend des SUIT-Protokolls unter 200 uM wurde die betreffende Kammer erneut
auf eine Konzentration von ca. 400 bis 450 pM hyperoxygeniert, um konstante
Reaktionsbedingungen zu schaffen und eine Verfdlschung der Messungen, wie sie durch
starke Schwankungen der Sauerstoftkonzentration hervorgerufen werden kann [174, 175],
zu vermeiden. FEine reprisentative O>-Flux-Kurve, wie sie wihrend eines HRR-
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Experimentes gemessen wurde, ist in Abb. 3 dargestellt. Nach Beendigung des SUIT-
Protokolls wurden die Gewebeproben gesammelt und bei -80 °C gelagert.
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Abb. 3: Reprisentative O-Flux-Kurve, die im Rahmen einer hochauflosenden Respirometrie (HRR)
gemessen wurde. Blau dargestellt (linke Y-Achse) ist die Sauerstoff-Konzentration (O,-Konzentration) in der
Kammer, welche vom polarographic oxygen sensor (POS) gemessen wird. Aus dem Verlauf der O,-
Konzentration iiber die Zeit (X-Achse) wird mittels DatLab (Version 7.4.0.4, Oroboros Instruments, Innsbruck,
Osterreich) der auf das Probengewicht normierte O,-Flux in pmol / (s - mg) errechnet, welcher als rote Kurve
(rechte Y-Achse) dargestellt ist. Der O>-Flux veréndert sich im Zuge des Substrate-Uncoupler-Inhibitor
Titration (SUIT-) Protokolls, dessen Injektionen in olivgriin (gestrichelte vertikale Linien), und die
entsprechenden respiratorischen Stadien in grau (P, L, E) dargestellt sind. Im Zuge des SUIT-Protokolls wurden
nacheinander Malat (M), Octanoylcarnitin (Oc), ADP (D), Glutamat (G) und Succinat (S) injiziert, um die
oxidative Phosphorylierungs-Kapazitit (OXPHOS-Kapazitit; P) zu messen. Anschliefend wurde Cytochrom
¢ (C) injiziert, um die Integritdt der mitochondrialen Membran zu iiberpriifen. Als néchstes wurde Oligomycin
(O) injiziert und die LEAK-Respiration (L) gemessen. Danach wurde der Entkoppler FCCP (F) in Form
mehrerer Titrationsschritte injiziert, bis der O,-Flux nicht weiter zunahm und die hochste erreichte Respiration
als Electron-Transfer-System-Kapazitit (ETS-Kapazitét; E) gemessen wurde. Nach Zugabe von Rotenon (R)
und Antimycin A (A) wurde der residuale Sauerstoffverbrauch (residual oxygen consumption; ROX) gemessen.
Alle respiratorischen Messungen wurden um den ROX korrigiert, indem dieser jeweils von allen vorherigen
Respirationswerten subtrahiert wurde. mg: Milligramm; pM: Mikromol / Liter, pmol: Pikomol; s: Sekunde

Alle respirometrischen Messungen wurden um den ROX-Wert korrigiert, um ausschlieflich
den mitochondrialen Sauerstoffverbrauch zu evaluieren. Als Marker fiir die oxidative
Kapazitit der Mitochondrien wurden die OXPHOS-Kapazitit (vor Zugabe von Cytochrom
¢) und die ETS-Kapazitit evaluiert [141]. Dariiber hinaus wurde die LEAK-Respiration
gemessen, um zusammen mit der OXPHOS-Kapazitdt (nach Zugabe von Cytochrom c) die
RCR zu berechnen wie in Kapitel 1.4.4 dargestellt.
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2.5 Bestimmung der Citrat-Synthase-Aktivitat

Die Quantifizierung des Mitochondriengehalts in den Myokardproben erfolgte anhand der
Bestimmung der CSA. Die CSA zeigt eine starke Assoziation mit dem Mitochondriengehalt
[176] und wird daher hdufig als Marker fiir diesen verwendet [177, 178]. Laborinterne
Versuche lieferten Hinweise darauf, dass die CSA-Bestimmung erst in groBBeren
Myokardproben (> 10 mg) reproduzierbare Ergebnisse lieferte [105]. Aus diesem Grund
erfolgte die CSA-Bestimmung allein aus den Proben der Ischdmische-HI-Kohorte, da in der
Nichtischdmische-HI-Kohorte und der Post-HTX-Kohorte aufgrund der geringen
Probengrofle der EMBs nicht von einer ausreichenden Validitdt der Ergebnisse ausgegangen
werden konnte.

Die Bestimmung der CSA erfolgte mittels Citrate Synthase Assay Kit (Kat.-Nr. CA0720,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland), indem das Protokoll des Herstellers
befolgt wurde. Zu diesem Zweck wurden Myokardproben von jeweils ca. 15 mg Masse auf
Eis aufgetaut und in Zelllysereagenz, welches zu 1 % mit Protease Inhibitor Cocktail
supplementiert war, im Verhiltnis von 6 ul supplementiertem Puffer pro mg Gewebe
homogenisiert. Danach wurden die Proben fiir 15 Minuten bei 12.000g zentrifugiert. Die
tiberstehende Losung wurde im Verhiltnis von 1:10 mit dem Assay Buffer for Citrate
Synthase gemischt und im Anschluss fiir die Bestimmung sowohl der CSA als auch des
Proteingehaltes verwendet.

Die Bestimmung des Proteingehalts erfolgte in Duplikaten mittels DC™ Protein Assay Kit
(Kat.-Nr. 5000113, 5000114 und 5000115, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA).
Hierzu wurde eine doppelt ausgefiihrte Standard-Verdiinnungsreihe von bovinem
Serumalbumin in Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (DPBS) auf einer 96-Well-Platte
vorbereitet. Dabei betrugen die Konzentrationen 0 mg / ml, 25 mg / ml, 75 mg / ml, 100 mg
/ml, 250 mg / ml, 500 mg / ml, 750 mg / ml, 1000 mg / ml, 1500 mg / ml und 2000 mg / ml.
Jeweils 5 pl Probenlosung bzw. Standard wurden in die Wells pipettiert. AnschlieBend
wurden je 25 pl Reagenz A (alkalische Kupferlosung) und 200 pl Reagenz B (Folin-
Reagenz) in jedes Well gegeben, die Probeldsung oder Standard enthielt. Danach wurde die
Platte abgedeckt bei Raumtemperatur fiir 15 Minuten auf einem Taumelschiittler inkubiert.
Die photometrische Messung erfolgte bei 750 nm Wellenldnge mittels Mikroplattenlesers
(FLUOStar Omega Microplatereader, BMG LABTECH GmbH, Ortenberg, Deutschland).
Anschliefend wurde die Proteinkonzentration der Proben mittels Extrapolation der
Standardkurven berechnet.

Fir die Bestimmung der CSA wurden alle Proben anhand der zuvor bestimmten
Proteinkonzentration mit DPBS auf dieselbe Proteinkonzentration verdiinnt. AnschlieBend
erfolgte die weitere Durchfiihrung entsprechend dem Protokoll des Herstellers:

- Assay Buffer: 25 ml des Assay Buffer for Citrate Synthase 5x wurden mit 100 ml
H>O verdiinnt, um 1x Assay Buffer herzustellen.

- Positivkontrolle: 5 pl der Positivkontrolle (Positive control) wurden mit 45 pl des 1x
Assay Buffer gemischt.

- Acetyl CoA: 25 mg Acetyl Coenzyme A Trilithium Salt wurden in 1 ml H>O aufgelost,
um eine Konzentration von 30 mM zu erhalten.

-  DTNB: 4 mg 5,5 “Dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) wurden in 1 ml absolutem Ethanol
(> 99,8 % v/v) gelost, um eine Konzentration von 10 mM zu erhalten.
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- Oxalacetat: 3,9 mg Oxalacetat wurden in 3 ml des 1x Assay Buffer gelost, um eine
Konzentration von 19 mM zu erhalten.

Anschlieend wurden 136 ul des 1x Assay Buffer, 2 ul Acetyl-CoA-Losung (30 mM) und
2 ul DTNB-L6sung (10 mM) vermischt und zusammen mit jeweils 50 pl der Probeldsung
auf die 96-Well-Platte aufgetragen, sodass das Well jeder Probe insgesamt 190 pl enthielt.

Parallel wurden 184 pul 1x Assay Buffer, 2 ul Acetyl-CoA-Losung (30 mM) und 2 pl DTNB-
Losung (10 mM) vermischt und zusammen mit 2 pl der geldsten Positivkontrolle auf die 96-
Well-Platte aufgetragen, sodass jedes gefiillte Well der Positivkontrolle insgesamt 190 pl
enthielt.

Die Absorption wurde mittels Mikroplattenlesers bei einer Wellenlinge von 412 nm
miniitlich gemessen, um die basale, nicht CSA-bedingte Verdnderung der Absorption
(Hintergrund) zu bestimmen. Als néchsten Schritt wurden jeweils 10 ul des geldsten
Oxalacetats (10 mM) in jedes Well mit Probe oder Positivkontrolle hinzugegeben und die
Absorption erneut bei 412 nm miniitlich gemessen, um die maximale CSA zu ermitteln.
Zuletzt wurde die Hintergrund-CSA von der maximalen CSA subtrahiert. Die Messung
erfolgte jeweils in Duplikaten und der Mittelwert wurde anschlieBend fiir die statistische
Analyse verwertet.

2.6 Ergianzende Diagnostik

2.6.1 Histopathologie

Im Rahmen der Routinediagnostik entnommene EMBs wurden von einem externen Labor
histologisch untersucht, um das grading beziiglich TransplantatabstoBung (Post-HTX-
Kohorte) [168] bzw. die Diagnose der histologischen Grunderkrankung (Nichtischdmische-
HI-Kohorte) zu bestimmen. Die erhaltenen Resultate wurden fiir diese Studienzwecke
tibernommen.

2.6.2 Venose Blutentnahme

Studienteilnehmern der Post-HTX-Kohorte und Nichtischimische-HI-Kohorte wurde am
Ende der Biopsieentnahme aus der Katheterschleuse vendses Blut mithilfe einer
Dosierpumpenspritze entnommen und mit einer Aufziehkaniile in Blutabnahmerdhrchen
gefiillt. Bei Studienteilnehmern der Ischdmische-HI-Kohorte erfolgte die Blutentnahme
mittels Blutabnahmeset. Alle Blutproben wurden einer laborchemischen Untersuchung
durch das Zentrallabor des Universititsklinikum Diisseldorf zugefiihrt. Hier wurden
Hamoglobinkonzentration, Héamatokrit, Leukozytenzahl, Thrombozytenzahl,
Harnstoftkonzentration und Serumkreatininkonzentration bestimmt. Die erhaltenen
Resultate wurden fiir diese Studienzwecke {ibernommen.
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2.6.3 Bestimmung der linksventrikuliiren Ejektionsfraktion

Die Bestimmung der LVEF erfolgte mittels kardialer MRT. Auf die Durchfiihrung einer
MRT wurde verzichtet, wenn mindestens einer der folgenden Griinde vorlag:

- Kontraindikationen (z.B. nicht MRT-fdhige Implantate)
- Zu grofler Kérperumfang

- Starke Platzangst

- Ablehnung durch den Studienteilnehmer

In diesen Fillen wurde die in der routinediagnostisch durchgefiihrten transthorakalen
Echokardiographie (TTE) ermittelte LVEF fiir die Studie verwendet.

2.7 Statistik

2.7.1 Stratifizierung und Ausschluss der Patienten in der retrospektiven
Analyse

Bevor die Studienteilnehmer den drei Kohorten zugeordnet wurden, erfolgte zunéchst eine
Qualititskontrolle der respirometrischen Daten:

Um eine hohe Qualitdt der Daten zu gewihrleisten, wurden von der weiteren Auswertung
alle Experimente ausgeschlossen, welche als invalide eingestuft wurden. Als invalide
eingestuft wurden alle Experimente, die mindestens eins der folgenden Kriterien erfiillten:

- Histologisches grading > 0 gemall ISHLT

- Gewicht der EMB < 0,1 mg

- Fehlender Anstieg des O,-Flux nach Zugabe von ADP

- Fehlender Anstieg des O>-Flux nach Zugabe von Succinat

- OXPHOS-Kapazitit < 50 pmol / (s - mg)

- Anstieg des O>-Flux > 10 % nach Zugabe von Cytochrom ¢
- LCR>1

Jedes Duplikat wurde mithilfe der o.g. Fehlerkriterien auf Invaliditit gepriift. Wurde keines
der Duplikate als invalide eingestuft, so wurde fiir die weitere Auswertung der
Durchschnittswert beider Duplikate verwendet. Wurde eines der Duplikate als invalide
eingestuft, so wurde das jeweils andere Duplikat zur weiteren Auswertung verwendet.
Wurden beide Duplikate als invalide eingestuft, so wurde der betreffende Studienteilnehmer
vollstindig aus der weiteren Auswertung ausgeschlossen

Innerhalb der drei Kohorten wurden anschlieBend die Studienteilnehmer, die nach
Anwendung der Kriterien verblieben, anhand ihrer Plasma Hb-Konzentration in jeweils zwei
Gruppen eingeteilt:

1. Kontrollgruppe (definiert als Hb-Konzentration > 10 g / dl)
2. Anidmiegruppe (definiert als Hb-Konzentration < 10 g / dl)

Im néchsten Schritt wurden die Kohorten auf ihre Charakteristika und mogliche
Unterschiede zwischen den Gruppen untersucht. Folgende Charakteristika wurden in allen
Kohorten untersucht:
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- Alter

- Geschlecht

- Body mass index (BMI)
- LVEF

- Diabetes

- Hypertension

- Dialysepflichtigkeit

- Hb-Konzentration

- Héamatokrit

- Leukozytenzahl

- Thrombozytenzahl

- Harnstoffkonzentration
- Serumkreatininkonzentration

In der Post-HTX-Kohorte wurden zusétzlich untersucht:

- Alter des Donors

- Geschlecht des Donors

- BMI des Donors

- Zeitseit HTX

- Tacrolimus-Einnahme

- Everolimus-Einnahme

- Mycophenolat-Einnahme
- Prednisolon-Einnahme

In der Nichtischdmische-HI-Kohorte wurde zuséitzlich untersucht:
- Histologische Grunderkrankung

In der Ischdamische-HI-Kohorte wurden keine zusétzlichen Charakteristika untersucht.

2.7.2 Statistische Tests

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Software IBM SPSS Statistics
(Version 29.0.0.0, International Business Machines Corporation, Armonk, USA). Die log-
normalverteilten Variablen OXPHOS-Kapazitit und ETS-Kapazitit wurden durch
dekadische Logarithmierung in eine Normalverteilung iiberfiihrt.
Nullhypothesensignifikanztestung (NHST) erfolgte in allen Féllen zweiseitig. Das
Signifikanzniveau wurde fiir alle Tests auf o = 0,05 festgelegt [179].

Im ersten Schritt wurden die Charakteristika der untersuchten Kohorten betrachtet.
Skalenverteilte Variablen wurden auf Median und Standardabweichung untersucht und
mittels Mann-Whitney-U-Test auf Homogenitit zwischen den Gruppen getestet. Kategorial
verteilte Variablen wurden auf absolute und relative Haufigkeiten untersucht und mittels
Chi-Quadrat-Tests (bei unzureichender Fallzahl mittels Fishers exact tests oder mittels
Monte-Carlo-Simulation) auf Homogenitdt zwischen den Gruppen getestet. Bei diesem
Vergleich der Charakteristika zwischen den Gruppen wurde keine Korrektur fiir multiples
Testen durchgefiihrt. Charakteristika, die sich signifikant zwischen den Gruppen
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unterschieden, wurden als potenzielle Confounder in den beiden folgenden Schritten
berticksichtigt.

Nach der Untersuchung der Gruppencharakteristika wurde in einem zweiten Schritt
innerhalb jeder Kohorte untersucht, ob sich Kontroll- und Andmiegruppe hinsichtlich
OXPHOS-Kapazitiat, ETS-Kapazitit, RCR und ggf. CSA (nur Ischdmische-HI-Kohorte)
unterschieden. Dies erfolgte mittels unabhidngigen t-Tests. AnschlieBend wurden unter
Anwendung linearer Modelle die Unterschiede um die im ersten Schritt identifizierten
potenziellen Confounder bereinigt. Effektstirken wurden als Cohen’s d berechnet. Die
Interpretation der Effektstirken folgte den Konventionen nach J. Cohen [180, 181], wobei
bei d > 0,2 von einem kleinen, bei d > 0,5 von einem mittleren und bei d > 0,8 von einem
groBen Effekt ausgegangen wurde. Wenn eine Variable in Einzelfdllen nicht durch
Logarithmierung in eine Normalverteilung transformiert werden konnte, wurden die
Gruppen mittels Mann-Whitney-U-Tests auf Unterschiede untersucht.

In einem dritten Schritt wurde untersucht, ob die Hb-Konzentration mit OXPHOS-Kapazitit,
ETS-Kapazitit, RCR und ggf. CSA (nur Ischdmische-HI-Kohorte) korrelierte. Dies erfolgte
mittels Pearson-Korrelation. AnschlieBend wurde mittels linearer Modelle die Korrelation
um die im ersten Schritt identifizierten potenziellen Confounder bereinigt. Effektstirken
wurden als Pearson’s r berechnet. Die Interpretation der Effektstirken folgte auch hier den
Konventionen nach J. Cohen [180, 181], wobei bei r > 0,1 von einem kleinen, bei r > 0,3
von einem mittleren und bei r > 0,5 von einem groflen Effekt ausgegangen wurde. Wenn eine
Variable in Einzelféllen nicht durch Logarithmierung in eine Normalverteilung transformiert
werden konnte, wurden die Gruppen mittels Spearman-Korrelation auf Unterschiede
untersucht und die Effektstirke als Spearman s p berechnet.

Im Fall der Nichtischamische-HI-Kohorte wurden zusétzlich Subkohortenanalysen
durchgefiihrt. Im Rahmen dieser Subkohortenanalysen wurde die gesamte
Nichtischdmische-HI-Kohorte nach histologischer Grunderkrankung in eine Dilatative-
Kardiomyopathie- (DCM-) Subkohorte, Myokarditis-Subkohorte, Speichererkrankung-
Subkohorte, Amyloidose-Subkohorte, ~Andere-Nichtischimische-HI-Subkohorte und
Unklare-Nichtischdmische-HI-Subkohorte aufgeteilt. AnschlieBend wurde der o.g. dritte
Schritt fiir jede der Subkohorten, welche eine hinreichende Fallzahl von n > 10 aufwies, noch
einmal einzeln durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Post-HTX-Kohorte

3.1.1 Charakteristika

Es wurden 130 herztransplantierte Menschen ohne HI (Post-HTX-Kohorte) in die
Auswertung eingeschlossen. Von diesen 130 Studienteilnehmern wurden aufgrund ihrer Hb-
Konzentration 95 Studienteilnehmer der Kontrollgruppe und 35 Studienteilnehmer der
Andmiegruppe zugeteilt. Neben der Hb-Konzentration und dem Hamatokrit unterschieden
sich die Gruppen in der seit der Transplantation vergangenen Zeit. Alle anderen untersuchten
Marker unterschieden sich nicht zwischen den Gruppen. Eine ausfiihrliche Darstellung der
Charakteristika der Post-HTX-Kohorte findet sich in Tabelle 4.

Tabelle 4: Charakteristika der Post-HTX-Kohorte.

Kontrollgruppe  Anédmiegruppe NHST
Anzahl 95 35
Alter 55,8 (+12,7) 57 (£9,9) p=0,879
[Jahre]
Miinnliches Geschlecht 737194 (77,7 %) 29/35(82,9%) p=0,630
BMI 25,8 (x4,7) 25,8 (£5,2) p=0,707
[kg / (m*)]
LVEF 65,8 (£ 7,4) 63 (£4,8) p=0,142
[70]
Diabetes in der Vorgeschichte 32 /95 (33,7 %) 15/35(429%) p=0,411
Hypertension 45/91 (49,5 %) 15/33(45,5%) p=0,839
Dialysepflichtigkeit 8/91 (8,8 %) 7 /34 (20,6 %) p=0,117
Hb-Konzentration 12,5 (£ 1,6) 89 (1) p <0,001
[g/dl]
Himatokrit 37,9 (£4.,5) 27,7 (£3,2) p <0,001
[70]
Leukozytenzahl 7017 (£ 3106) 6104 (= 3263) p=0,071
[1/ pl]
Thrombozytenzahl 219,6 (= 71,3) 211,5 (£ 141,5) p=0,126
[1000 / pl]
Harnstoffkonzentration 55,1 (£24,7) 71,1 (£37,2) p=0,051
[mg / dl]
Serumkreatininkonzentration 1,6 (+0,9) 2,2 (x1,7) p=0,125

[mg / dl]
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Donoralter

[Jahre]

Minnlicher

Donor

Donor-BMI

[kg / (m?)]

Zeit seit HTX

[Monate]

Einnahme von Tacrolimus

Einnahme von Everolimus
Einnahme von Mycophenolat

Einnahme von Prednisolon

40,5 (£ 12,8)
34 /57 (59,6 %)
25,1 (£3,2)

41 (+ 148.6)

91 /94 (96,8 %)
28/95 (29,5 %)
67/95 (70,5 %)

90 / 95 (94,7 %)

42 (£ 13,4)
17 /24 (70,8 %)
25,8 (£5,2)
12,3 (£ 20,7)

34 /35 (97,1 %)
9/34 (26,5 %)
27/35 (77,1 %)

35 /35 (100 %)

p=0,679
p=0,452
p=10,926
p=0,004
p=0,922
p=0,740
p=0,455
p=0,166

Miénnliches Geschlecht, Diabetes in der Vorgeschichte, Hypertonie, Dialysepflichtigkeit, Mannlicher Donor,
Einnahme von Tacrolimus, Einnahme von Everolimus, Einnahme von Mycophenolat und Einnahme von
Prednisolon sind angegeben als absolute und relative Hé&ufigkeit; fiir diese Variablen erfolgte die
Nullhypothesensignifikanztestung (NHST) mittels Chi-Quadrat-Tests. Alle anderen Variablen sind angegeben
als Mittelwert = Standardabweichung; in diesen Fillen erfolgte die NHST mittels Mann-Whitney-U-Tests. Eine
Korrektur fiir multiples Testen erfolgte nicht. BMI: body mass index; dl: Deziliter; g: Gramm; Hb: Himoglobin;
HTX: Herztransplantation; kg: Kilogramm; LVEF: Linksventrikuldre Ejektionsfraktion; mg: Milligramm; m:

Meter; pl: Mikroliter.
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3.1.2 Myokardiale mitochondriale Funktion und Effizienz

Im ventrikuldren Myokard herztransplantierter Menschen ohne HI war Anédmie mit einer
verminderten mitochondrialen Funktion (OXPHOS-Kapazitit und ETS-Kapazitit)
assoziiert (Abb. 4). Diese Assoziation zeigte sich auch weiterhin nach Korrektur fiir die seit
der HTX vergangene Zeit. Demgegeniiber war Andmie nicht mit einer verminderten
ventrikuldren myokardialen mitochondrialen Kopplungseffizienz (RCR und LCR)
assoziiert.
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Abb. 4: Niedrigere mitochondriale oxidative Kapazitiit bei Aniimie in nicht-insuffizienten menschlichen
Herzen. Bei herztransplantierten Menschen ist Andmie mit (A) verminderter oxidativer Phosphorylierungs-
Kapazitit (OXPHOS-Kapazitit) und (B) verminderter Electron-Transfer-System-Kapazitit (ETS-Kapazitit)
bei (C) unverdnderter respiratory control ratio (RCR) und (D) unverdnderter LEAK control ratio (LCR) in
rechtsventrikuldaren Endomyokardbiopsien assoziiert. OXPHOS-Kapazitidt und ETS-Kapazitit sind jeweils
angegeben als O>Flux in pmol / (s - mg) und wurden dekadisch logarithmiert.
Nullhypothesensignifikanztestung (NHST) erfolgte zweiseitig mittels unabhéngigen t-Tests. Werte nach
Korrektur fiir die Zeit seit Herztransplantation (HTX) sind in Klammern angegeben. Effektstdrken wurden
berechnet als Cohen's d. Es gilt jeweils n = 95 fiir die Kontrollgruppe und n = 35 fiir die Andmiegruppe. mg:
Milligramm; pmol: Pikomol; s: Sekunde

In Kongruenz zu diesem Ergebnis korrelierte die Hb-Konzentration in herztransplantierten
Menschen ohne HI mit der ventrikuldren myokardialen Mitochondrienfunktion (OXPHOS-
Kapazitit und ETS-Kapazitit; dargestellt in Abb. 5). Auch diese Korrelationen zeigten sich
weiterhin nach Korrektur fiir die seit der HTX vergangene Zeit im linearen Modell. Mit der
myokardialen mitochondrialen Kopplungseffizienz (RCR und LCR) korrelierte die Hb-
Konzentration jedoch nicht.
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Abb. 5: Korrelation zwischen Himoglobinkonzentration und mitochondrialer oxidativer Kapazitit in
nicht-insuffizienten menschlichen Herzen. Bei herztransplantierten Menschen ohne Herzinsuffizienz
korreliert die Serumhidmoglobinkonzentration positiv mit (A) oxidativer Phosphorylierungs-Kapazitit
(OXPHOS-Kapazitit) und (B) Electron-Transfer-System-Kapazitat (ETS-Kapazitit), nicht aber mit (C)
respiratory control ratio (RCR) oder (D) LEAK control ratio (LCR) in rechtsventrikuldren
Endomyokardbiopsien. Darstellungen als scatter plots mit Ausgleichsgeraden. OXPHOS-Kapazitit und ETS-
Kapazitdt sind jeweils angegeben als O,-Flux in pmol / (s - mg) und wurden dekadisch logarithmiert. Die
Hamoglobinkonzentration ist jeweils angegeben in g / dl. Nullhypothesensignifikanztestung (NHST) erfolgte
zweiseitig. Werte nach Korrektur fiir die Zeit seit Herztransplantation (HTX) sind in Klammern angegeben.
Effektstarken wurden errechnet als Pearson’s r. Es gilt jeweils n = 130. dl: Deziliter; g: Gramm; mg:
Milligramm; pmol: Pikomol; s: Sekunde
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3.2 Nichtischamische-HI-Kohorte

3.2.1 Charakteristika

Es wurden 152 Menschen mit nichtischimisch bedingter HI in die Auswertung
eingeschlossen (Nichtischdmische-HI-Kohorte). Von diesen 152 Studienteilnehmern wurden
aufgrund ihrer Hb-Konzentration 141 Studienteilnehmer der Kontrollgruppe und 11
Studienteilnehmer der Andmiegruppe zugeteilt. Die beiden Gruppen unterschieden sich
beziiglich der untersuchten Charakteristika neben der Hb-Konzentration und dem
Hamatokrit in der Leukozytenzahl, Thrombozytenzahl, Harnstoffkonzentration und
Serumkreatininkonzentration. Eine ausfiihrliche Darstellung der Charakteristika der
Nichtischdmische-HI-Kohorte findet sich in Tabelle 5.

Tabelle 5: Charakteristika der Nichtischimische-HI-Kohorte.

Kontrollgruppe Animiegruppe NHST

Anzahl 141 11
Alter 57,3 (£ 14,4) 65,3 (£ 12,6) p=20,102
[Jahre]
Minnliches Geschlecht 101 /141 (71,6 %) 6/11(54,5%) p=0,303
BMI 28,2 (£ 6,5) 26,2 (£5,5) p=0,289
[kg / (m?)]
LVEF 39,2 (£ 15,9) 46,3 (= 17,8) p=20,278
[7o]
Diabetes in der Vorgeschichte 36/139 (259%) 4/1136,4%) p=20,485
Hypertension 91/138/659%) 7/11(63,6%) p=1,000
Dialysepflichtigkeit 8/ 141 (5,7 %) 1/11 (9,1 %) p=0,501
Hb-Konzentration 13,3 (= 1,6) 9,1 (£0,7) p < 0,001
[g/dl]
Himatokrit 39,6 (£4.4) 28,4 (£2,9) p <0,001
[70]
Leukozytenzahl 6798 (= 2197) 8945 (+ 3626) p = 0,043
[1/ pl]
Thrombozytenzahl 230 (£ 125,6) 323,1 (£ 98,2) p <0,001
[1000 / ul]
Harnstoffkonzentration 43,6 (£25,9) 66,7 (+20,6) p = 0,001
[mg / dl]
Serumkreatininkonzentration 1,4 (= 1,3) 1,9 (£0,7) p = 0,003
[mg / dl]
Histologische p=0,372
Grunderkrankung

- DCM 65/141 (46,1 %) 3/11 (27,3 %)
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_ Myokarditis 25/141(17,7%)  4/11 (36,4 %)

- Speichererkrankung 3/141 (2,1 %) 0/11

- Amyloidose 15/141 (10,6 %) 0/11

- Andere 30/ 141 (21,3 %) 4/11 (36,4 %)
Nichtischdmische HI

- Unklare 3/141 (2,1 %) 0/11
Nichtischdmische HI

Mannliches Geschlecht, Diabetes in der Vorgeschichte, Hypertension, Dialysepflichtigkeit und Histologische
Grunderkrankung sind als absolute und relative Héufigkeiten angegeben. Nullhypothesensignifikanztestung
(NHST) erfolgte mittels Chi-Quadrat-Tests fiir Méannliches Geschlecht und Hypertension, mittels Fisher s
exact tests fir Diabetes in der Vorgeschichte und Dialysepflichtigkeit und mittels Monte-Carlo-Simulation fiir
histologische Grunderkrankung. Alle anderen Variablen sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.
Fiir diese Variablen erfolgte die NHST mittels Mann-Whitney-U-Tests. Eine Korrektur fiir multiples Testen
erfolgte nicht. BMI: body mass index; dl: Deziliter; g: Gramm; Hb: Hidmoglobin; HI: Herzinsuffizienz; DCM:
Dilatative Kardiomyopathie; kg: Kilogramm; LVEF: Linksventrikuldre Ejektionsfraktion; m: Meter; mg:
Milligramm; pl: Mikroliter.
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3.2.2 Myokardiale mitochondriale Funktion und Effizienz

In Menschen mit nichtischdmischer HI war Anidmie mit keiner Verdnderung der
ventrikuldren myokardialen mitochondrialen Funktionen (OXPHOS-Kapazitit und ETS-
Kapazitit) oder Kopplungseffizienz (RCR und LCR) assoziiert (Abb. 6). Dariiber hinaus
korrelierte die Hb-Konzentration in Menschen mit nichtischdmischer HI weder mit der
OXPHOS-Kapazitit oder der ETS-Kapazitét, noch mit der RCR oder LCR (Abb. 7).

p=0,542 (p=0,413) p=0481 (p=0,401)
A d=-0,191 B d=-0221
[
:-E 2,75 2,75 .
N 250 S 250
& y
X 225 % 2,25
n X
2 2,00 o 2,00
[
& 1]
o 1,75 1,75
Kontrolle Anamie Kontrolle Anamie
p=0,837 (p=0,915) p=0,854 (p=0,841)
C d=0,064 D d=0,058
6
0,8
5
4 0,6

RCR
LCR
Y

.y

Kontrolle Anédmie Kontrolle Anamie

Abb. 6: Keine niedrigere mitochondriale oxidative Kapazitit bei Animie in nichtischimisch bedingt
insuffizienten menschlichen Herzen. Bei Menschen mit nichtischdmisch bedingter Herzinsuffizienz ist
Anédmie nicht mit einer Verringerung von (A) oxidativer Phosphorylierungskapazitdt (OXPHOS-Kapazitit),
(B) Electron-Transfer-System-Kapazitit (ETS-Kapazitit), (C) respiratory control ratio (RCR) oder (D) LEAK
conrol ratio (LCR) in rechtsventrikuldren Endomyokardbiopsien assoziiert. OXPHOS-Kapazitit und ETS-
Kapazitdt sind jeweils angegeben als O,-Flux in pmol / (s - mg) und wurden dekadisch logarithmiert.
Nullhypothesensignifikanztestung (NHST) erfolgte zweiseitig mittels unabhdngigen t-Tests. Werte nach
Korrektur fiir Leukozytenzahl, Thrombozytenzahl, Harnstoffkonzentration und Serumkreatininkonzentration
(jeweils dekadisch logarithmiert) im linearen Modell sind in Klammern angegeben. Effektstarken wurden
berechnet als Cohen s d. Es gilt jeweils n = 141 fiir die Kontrollgruppe und n = 11 fiir die Andmiegruppe. mg:
Milligramm; pmol: Pikomol; s: Sekunde
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Abb. 7: Keine Korrelation zwischen Hiimoglobinkonzentration und mitochondrialer oxidativer Kapazitiit
in nichtischimisch bedingt insuffizienten menschlichen Herzen. Bei Menschen mit nichtischdmisch
bedingter Herzinsuffizienz korreliert die Serumhidmoglobinkonzentration nicht mit (A) oxidativer
Phosphorylierungskapazitit (OXPHOS-Kapazitit), (B) Electron-Transfer-System-Kapazitit (ETS-Kapazitit),
(C) respiratory control ratio (RCR) oder (D) LEAK control ratio (LCR) in rechtsventrikuldren
Endomyokardbiopsien. Darstellungen als scatter plots mit Ausgleichsgeraden. OXPHOS-Kapazitit und ETS-
Kapazitit sind jeweils angegeben als O>-Flux in pmol / (s - mg) und wurden dekadisch logarithmiert. Die
Hamoglobinkonzentration ist jeweils angegeben in g / dl. Nullhypothesen-signifikanztestung (NHST) erfolgte
zweiseitig. Werte nach Korrektur fiir Leukozytenzahl, Thrombozytenzahl, Harnstoffkonzentration und
Serumkreatininkonzentration (jeweils dekadisch logarithmiert) im linearen Modell sind in Klammern
angegeben. Effektstirken wurden errechnet als Pearson s r. Es gilt jeweils n = 152. dl: Deziliter; g: Gramm; mg:
Milligramm; pmol: Pikomol; s: Sekunde

3.2.3 Subkohortenanalysen

Da die Nichtischdmische-HI-Kohorte aus Studienteilnehmern grof3er Heterogenitét bestand,
wurde hier zusitzlich eine gesonderte Aufschliisselung nach Ursache durchgefiihrt. Hierfiir
wurden die Patienten anhand ihrer histologischen Diagnose in Subkohorten mit gleicher
Grunderkrankung wie in Tabelle 5 dargestellt eingeteilt. In der DCM-Subkohorte (n = 68),
der Myokarditis-Subkohorte (n = 29) und der Andere-Nichtischdmische-HI-Subkohorte (n
= 34) zeigten sich keine Assoziationen zwischen der Hb-Konzentration und der OXPHOS-
Kapazitit, ETS-Kapazitit oder RCR (Abb. 8). In der Amyloidose-Subkohorte (n = 15)
zeigten sich tendenzielle Korrelationen zwischen der Hb-Konzentration und der OXPHOS-
Kapazitit, ETS-Kapazitit und RCR mit kleiner bis mittlerer Effektstirke. In der
Speichererkrankung-Subkohorte (n = 3) und der Unklare-Nichtischdmische-HI-Subkohorte
(n = 3) wurden wegen der geringen Fallzahlen keine statistischen Analysen durchgefiihrt.
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Abb. 8: Tendenzielle Korrelation zwischen Himoglobinkonzentration und mitochondrialer oxidativer
Kapazitit in menschlichen Herzen mit Amyloidose, nicht jedoch in solchen mit dilatativer
Kardiomyopathie, Myokarditis oder anderer nichtischimischer Herzinsuffizienz. Korrelationsanalyse
zwischen Serumhdmoglobinkonzentration und (1) oxidativer Phosphorylierungskapazitit (OXPHOS-
Kapazitit), (2) Electron-Transfer-System-Kapazitit (ETS-Kapazitit) und (3) respiratory control ratio (RCR)
in rechtsventrikuldren Endomyokardbiopsien von Menschen mit Herzinsuffizienz aufgrund von (A) Dilatativer
Kardiomyopathie, (B) Myokarditis, (C) Amyloidose und (D) anderer Ursache. Darstellungen als scatter plots
mit Ausgleichsgeraden. OXPHOS-Kapazitdt und ETS-Kapazitit sind jeweils angegeben als O»-Flux in pmol /
(s - mg) und wurden dekadisch logarithmiert. Die Hdmoglobinkonzentration ist jeweils angegeben in g / dl.
Nullhypothesensignifikanztestung (NHST) erfolgte zweiseitig. Werte nach Korrektur fiir Leukozytenzahl,
Thrombozytenzahl, Harnstoftkonzentration und Serumkreatininkonzentration (jeweils dekadisch
logarithmiert) im linearen Modell sind in Klammern angegeben. Effektstiarken wurden berechnet als Pearson s
r. Es gilt jeweils n = 68 fiir Al — A3, n =29 fiir Bl — B3, n =15 fiir C1 — C3 und n = 34 fir D1 — D3. dl:
Deziliter; g: Gramm; mg: Milligramm; pmol: Pikomol; s: Sekunde
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3.3 Ischamische-HI-Kohorte

3.3.1 Charakteristika

Es wurden 38 Menschen mit ischdmisch bedingter terminaler HI in die Auswertung
eingeschlossen (Ischdmische-HI-Kohorte), bei welchen eine LVAD-Implantation
durchgefiihrt wurde. Von diesen 38 Studienteilnehmern wurden aufgrund ihrer Hb-
Konzentration 20 Studienteilnehmer der Kontrollgruppe und 18 Studienteilnehmer der
Anédmiegruppe zugeteilt. Die beiden Gruppen unterschieden sich beziiglich der untersuchten
Charakteristika neben der Hb-Konzentration im BMI. Eine ausfiihrliche Darstellung der
Charakteristika der Ischdmische-HI-Kohorte findet sich in Tabelle 6.

Tabelle 6: Charakteristika der Ischimische-HI-Kohorte.

Kontrollgruppe  Anédmiegruppe NHST
Anzahl 20 18
Alter 59 (£8.,3) 63,4 (£5,5) p=10,059
[Jahre]
Minnliches Geschlecht 17 /20 (85 %) 16/18 (88,9 %) p=1,000
BMI 30,7 (£ 5,4) 26 (+3,7) p =10,003
[kg / (m?)]
LVEF 18,6 (£8.,2) 20,5 (+£4,8) p=20,733
[7o]
Diabetes in der Vorgeschichte 5/20 (25 %) 7/ 18 (38,9 %) p=0,489
Hypertension 13 /20 (65 %) 10/ 18 (55,6 %) p=0,741
Dialysepflichtigkeit 1/20 (5 %) 1/17 (5,9 %) p=0,715
Hb-Konzentration 12,1 (£4.,9) 9,1 (£0,8) p <0,001
[g/dI]
Himatokrit 35,7(£4,9) 31,4 (£3.,7) p=0,075
[70]
Leukozytenzahl 9600 (= 2748) 7274 (= 3598) p=0,109
[1/ul]
Thrombozytenzahl 288,6 (= 133,1) 217,8 (£ 128,2) p=0,238
[1000 / ul]
Harnstoffkonzentration 58,1 (+29,3) 68,3 (+ 38,6) p=0,657
[mg / dl]
Serumkreatininkonzentration 1,4 (+=0,7) 1,7 (£0,8) p=0,657
[mg / dI]

Minnliches Geschlecht, Diabetes in der Vorgeschichte, Hypertension und Dialysepflichtigkeit sind als absolute
und relative Haufigkeiten angegeben. Fiir diese Variablen erfolgte Nullhypothesensignifikanztestung (NHST)
mittels Chi-Quadrat-Tests. Alle anderen Variablen sind als Mittelwert = Standardabweichung angegeben. Fiir
diese Variablen erfolgte die NHST mittels Mann-Whitney-U-Tests. Eine Korrektur fiir multiples Testen erfolgte

39



nicht. BMI: Body mass index; dl: Deziliter; g: Gramm; Hb: Himoglobin; HI: Herzinsuffizienz; kg: Kilogramm;
LVEF: Linksventrikuldre Ejektionsfraktion; m: Meter; mg: Milligramm; pl: Mikroliter.

3.3.2 Myokardiale mitochondriale Funktion und Effizienz

Menschen mit terminaler ischdmischer HI und Anédmie wiesen eine geringere mitochondriale
Kopplungseffizienz (RCR) im ventrikuldren Myokard auf als solche ohne Anémie. Dieser
Unterschied zeigte eine grofle Effektstirke und blieb auch nach Korrektur fiir den BMI
bestehen (Abb. 9). Die LCR als Marker fiir den Entkopplungsgrad war hingegen in
Studienteilnehmern mit Andmie nicht signifikant erh6ht, auch wenn sich eine geringe
Effektstirke im Sinne eines erhhten mitochondrialen Entkopplungsgrades im ventrikuldren
Myokard von Menschen mit Andmie zeigte. Die mitochondriale Funktion (OXPHOS-
Kapazitit und ETS-Kapazitit) und der myokardiale Mitochondriengehalt (CSA pro
Gewebe- bzw. Proteinmasse) unterschieden sich nicht signifikant zwischen Menschen mit
und ohne Anémie, auch wenn sich bei allen Variablen konstante geringe Effektstirken als
Hinweis auf eine mogliche eingeschrinkte myokardiale Mitochondrienfunktion und -dichte
bei Andmie zeigten.

Die Hb-Konzentration im Serum korrelierte tendenziell mit der RCR, wobei dieser
Zusammenhang nicht statistisch signifikant war, und sich eine geringe Effektstirke zeigte
(Abb. 10). Die LCR als Marker fiir den mitochondrialen Entkopplungsgrad wies eine
negative Korrelation geringer Effektstirke mit der Hb-Konzentration auf, auch wenn diese
Korrelation nicht statistisch signifikant war. Gleichermallen korrelierten Marker der
myokardialen Mitochondrienfunktion (OXPHOS-Kapazitit und ETS-Kapazitdt) und der
myokardialen Mitochondriendichte (CSA pro Probengewicht und CSA pro Proteinmasse)
nicht signifikant mit der Hb-Konzentration, obwohl in allen Fillen die
Korrelationskoeffizienten auf eine nicht signifikante geringe positive Korrelation mit der
Hb-Konzentration hindeuteten.
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Abb. 9: Niedrigere mitochondriale Kopplungseffizienz, oxidative Kapazitit und Mitochondriendichte
bei Animie in ischimisch bedingt insuffizienten menschlichen Herzen. Bei Menschen mit ischdmisch
bedingter terminaler Herzinsuffizienz ist Andmie mit (C) einer starken Verringerung der respiratory control
ratio (RCR), und mit (D) einer tendenziellen Erh6hung der LEAK control ratio (LCR), sowie einer tendenziell
niedrigeren (A) oxidativen Phosphorylierungskapazitit (OXPHOS-Kapazitit), (B) Electron-Transfer-System-
Kapazitit (ETS-Kapazitit), (E) Citrat-Synthase-Aktivitdit (CSA) pro Gewebemasse und (F) CSA pro
Proteinmasse im ventrikuliren Myokard assoziiert, welches herzchirurgisch bei Implantation von /left
ventricular assist devices (LVAD) gewonnen wurde. OXPHOS-Kapazitdt und ETS-Kapazitéit sind jeweils
angegeben als O-Flux in pmol / (s - mg) und wurden dekadisch logarithmiert, ebenso wie die RCR. Die CSA
ist jeweils angegeben in nmol / (min - mg Gewebe) bzw. nmol / (min - mg Protein).
Nullhypothesensignifikanztestung (NHST) erfolgte jeweils zweiseitig mittels Mann-Whitney-U-Tests im Fall
der RCR und mittels unabhéngigen t-Tests in allen anderen Féllen. Werte nach Korrektur fiir BMI im linearen
Modell sind in Klammern dargestellt. Effektstiarken wurden berechnet als Cohen s d. Fiir A - D gilt jeweils n =
20 fiir die Kontrollgruppe und n = 18 fiir die Andmiegruppe. Fiir E gilt n = 12 fiir die Kontrollgruppe und n =
11 fiir die Andmiegruppe. Fiir F gilt n = 13 fiir die Kontrollgruppe und n = 12 fiir die Andmiegruppe. mg:
Milligramm; min: Minute; nmol: Nanomol; pmol: Pikomol; s: Sekunde
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Abb. 10: Tendenzielle Korrelation zwischen Himoglobinkonzentration und mitochondrialer oxidativer
Kapazitit, mitochondrialer Kopplungseffizienz und Mitochondriengehalt in ischimisch bedingt
insuffizienten menschlichen Herzen. Bei Menschen mit ischdmisch bedingter terminaler Herzinsuffizienz
korreliert die Serumhidmoglobinkonzentration jeweils tendenziell, wenn auch nicht signifikant, (A) mit der
oxidativen Phosphorylierungskapazitit (OXPHOS-Kapazitit) und (B) mit der Electron-Transfer-System-
Kapazitdt (ETS-Kapazitit), ebenso wie mit (C) der respiratory control ratio (RCR), (D) der LEAK control ratio
(LCR), (E) der Citrat-Synthase-Aktivitdt (CSA) pro Gewebemasse und (F) der CSA pro Proteinmasse im
ventrikuldren Myokard, welches herzchirurgisch bei Implantation von left ventricular assist devices (LVAD)
gewonnen wurde. In allen Fillen zeigten sich konkordante geringe Effektstirken ohne statistische Signifikanz
in der untersuchten Kohorte. Darstellungen als scatter plots mit Ausgleichsgeraden. OXPHOS-Kapazitit und
ETS-Kapazitit sind jeweils angegeben als O,-Flux in pmol / (s - mg) und wurden dekadisch logarithmiert,
ebenso wie die RCR. Die CSA ist jeweils angegeben in nmol / (min - mg Gewebe) bzw. nmol / (min - mg
Protein). Die Himoglobinkonznettration ist jeweils angegeben in g / dl. Nullhypothesensignifikanztestung
(NHST) erfolgte zweiseitig. Werte nach Korrektur fiir BMI sind in Klammern dargestellt. Effektstirken wurden
errechnet als Spearman’s p im Falle der RCR und als Pearson s r in allen anderen Féllen. Es gilt jeweils n =38
fiir A—D. Fiir E gilt n =23 und fiir E gilt n = 25. dl: Deziliter; g: Gramm; mg: Milligramm; min: Minute; nmol:
Nanomol; pmol: Pikomol; s: Sekunde
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wird erstmals der Zusammenhang zwischen Andmie und
myokardialer Mitochondrienfunktion in Menschen ohne HI und Menschen mit HI
unterschiedlicher Genese untersucht. In Bezug auf die Ausgangshypothesen lassen sich die
Ergebnisse dieser Arbeit folgendermallen zusammenfassen:

L. Bei Menschen ohne HI ist Andmie mit einer niedrigeren mitochondrialen
oxidativen Kapazitidt bei erhaltener mitochondrialer Kopplungseffizienz im
Myokard assoziiert.

II. Bei Menschen mit nichtischdmischer HI ist Andmie weder mit verdnderter

mitochondrialer oxidativer Kapazitdit noch mit verdnderter mitochondrialer
Kopplungseffizienz im Myokard assoziiert.

II1. Bei Menschen mit terminaler ischdmischer HI ist Andmie mit einer niedrigeren
mitochondrialen Kopplungseffizienz im Myokard assoziiert. Es zeigt sich eine
tendenzielle nicht statistisch signifikante Assoziation von Anédmie mit niedrigerer
mitochondrialer oxidativer Kapazitit und erniedrigtem myokardialem
Mitochondriengehalt.

4.1 Charakteristika der Kohorten

Die in der Studie untersuchten Teilnehmer stellten iiber alle drei Kohorten hinweg eine
typische Population kardial erkrankter Menschen dar und wiesen mit einem erhdhten Alter,
hauptsdchlich minnlichem Geschlecht, erh6htem BMI und hiufigen Komorbiditéten wie
arterieller Hypertonie und Diabetes mellitus typische Charakteristika dieser Population auf.
Im Folgenden werden die Unterschiede zwischen Menschen mit und ohne Andmie
hinsichtlich der Charakteristika in den drei untersuchten Kohorten diskutiert.

In der Post-HTX-Kohorte zeigte sich, dass bei Menschen mit Andmie die HTX signifikant
weniger lang zuriicklag. Dies ldsst sich als Hinweis darauf interpretieren, dass Menschen mit
Anidmie eine hohere Mortalitit nach einer HTX aufweisen als solche ohne Anémie. Friihere
Studien zu diesem Thema kamen jedoch zu unterschiedlichen Ergebnissen: Grundsétzlich
ist Andmie vor kardiochirurgischen Operationen zwar als Marker fiir postoperative
Mortalitdt gut etabliert [182]. Auch speziell in Empfangern einer Herztransplantation zeigte
eine retrospektive Studie eine hohere Pravalenz von Andmie in verstorbenen Menschen im
Vergleich mit iiberlebenden [183]. Andere Studien lieferten jedoch Hinweise darauf, dass
lediglich eine pridoperative, nicht jedoch die postoperative Andmie einen Pradiktor fiir die
Mortalitdt nach einer HTX darstellt [184, 185].

In Menschen mit nichtischdmischer HI war Andmie mit einem niedrigeren Hématokrit
assoziiert. Dies ist logisch nachvollziehbar, da der Himatokrit selbst ein MaB fiir die Menge
korpuskuldrer Bestandteile im Blut darstellt, welche groBtenteils den Erythrozyten
entsprechen. Dariiber hinaus war Andmie mit einer hoheren Serumkreatinin- und
Harnstoffkonzentration assoziiert. Eine Erkldrung hierfiir konnte sein, dass sowohl eine
erhohte Serumkreatininkonzentration [186-189] als auch eine erhohte Konzentration von
Harnstoff im Blut [190-192] Zeichen einer gestorten Nierenfunktion sind. Eine gestorte
Nierenfunktion wiederum ist eine hdufige Ursache fiir Andmie [193-195]. Dementsprechend
sind erhohte Level von Harnstoff mit Andmie assoziiert [196]. Auch in Menschen mit HI ist
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die Korrelation von erhdhten Serumkreatininkonzentrationen mit Anidmie bereits
beschrieben [63]. Als weiteres Charakteristikum wiesen in der Nichtischdmische-HI-
Kohorte Menschen mit Anédmie hohere Konzentrationen an Leukozyten und Thrombozyten
auf als solche ohne Andmie. Inflammation spielt hiufig eine Rolle in der Pathogenese von
Animie, sodass auch eine Erhohung von Leukozyten und Thrombozyten, welche bei
Infektionen typischerweise erhdht sind, in Patienten mit Andmie bekannt und bereits
beschrieben ist [197, 198]. Es sei angemerkt, dass jedoch vereinzelt auch dem
widersprechende Ergebnisse publiziert wurden, wie in einer kleinen Studie aus Indien,
welche verringerte Thrombozytenzahlen in Patienten mit Andmie feststellte [199]. Dies
konnte auf einen Mangel in der Erndhrung zuriickzufiihren sein. Insgesamt kann,
insbesondere in Deutschland als einem Land, in dem Mangelerndhrung ein weniger
gravierendes Problem darstellt, und in chronisch kardial erkrankten Patienten, dennoch von
tendenziell hoheren Leukozyten- und Thrombozytenzahlen ausgegangen werden.

In der Ischdmische-HI-Kohorte wiesen Patienten mit Andmie einen signifikant niedrigeren
BMI auf als Patienten ohne Andmie. In der Vergangenheit sind verschiedene
Untersuchungen zu unterschiedlichen Ergebnissen in Bezug auf den Zusammenhang
zwischen BMI und Hb-Konzentration gekommen. Ursdchlich konnten zwei
entgegengesetzte Mechanismen sein: einerseits ist in einer Reihe von Schwellen- und
Entwicklungsldndern eine negative Korrelation zwischen BMI und Andmierisiko
beschrieben worden [200-205], was daran liegen konnte, dass Untererndhrung das Risiko
fiir Eisenmangel, den haufigsten Grund fiir Andmie in Entwicklungsldndern, erh6ht. Dabei
sei angemerkt, dass viele der genannten Studien an Kindern oder Frauen im gebéarfiahigen
Alter durchgefiihrt wurden. Demgegeniiber ist Ubergewicht bekanntermaBen mit
chronischen Entziindungsprozessen im Korper assoziiert [206], welche ihrerseits mit
Anémie assoziiert sind. Dies konnte erklaren, warum eine Studie aus Marokko kiirzlich zum
Ergebnis einer positiven Korrelation zwischen BMI und Anidmierisiko gekommen ist [207].
Insbesondere in Lindern mit einem gréBeren Risiko fiir Uber- als Untergewicht konnte
dieser Mechanismus stirker ins Gewicht fallen als mogliche Risiken eines Eisenmangels bei
Untererndhrung. Eine Studie aus den Vereinigten Staaten von Amerika fand in Patienten mit
Ubergewicht zwar hohere Ferritinkonzentrationen und niedrigere Transferrinsittigungen, so
wie es bei chronischen Entziindungen zu erwarten ist, jedoch kein signifikant verdndertes
Risiko fiir Andmie [208].

In allen drei Kohorten fiihrte eine Korrektur um die sich zwischen den Gruppen
unterscheidenden Charakteristika im linearen Modell nicht zu einer bemerkenswerten
Anderung der Ergebnisse.

4.2 Anamie als therapeutisches Ziel bei Herzinsuffizienz

Die Behandlung von Anédmie ist ein vielversprechender und vieldiskutierter Ansatz in der
Therapie von HI [209-211]. Zwei hiufige Ursachen von Andmie in Menschen mit HI sind
Eisenmangel und chronische Nierenerkrankungen [212-214]. Aus diesem Grund bestehen
zwei wichtige Ansdtze zur Behandlung von Andmie in dieser Gruppe in der oralen oder
intravendsen Eisensubstitution und der Gabe Erythropoese-induzierender Substanzen.
Intravendse Eisensubstitution hat sich bisher als effektiver herausgestellt als orale
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Eisensubstitution [215]. Erythropoese-induzierende Substanzen werden kontrovers
diskutiert, insbesondere wegen ihres Nebenwirkungsprofils [213, 215, 216].

Im Einklang mit diesen Ergebnissen empfiehlt die ESC aktuell in ihren Leitlinien zur HI [1]
ein regelméfBiges Screening auf Andmie und Eisenmangel (welche laut Leitlinien
unabhingig voneinander bestehen konnen) mittels Blutbild, Serumferritinkonzentration und
Transferrinsittigung. Wahrend sowohl orale Eisensubstitution als auch Erythropoetin-
stimulierende Substanzen ausdriicklich nicht empfohlen werden, soll geméf Leitlinien eine
intraven0se  Eisensubstitution mittels  Eisencarboxymaltose bei  laborchemisch
nachgewiesenem Eisenmangel und LVEF <45 % zur Symptomlinderung erwogen werden.
Bei kiirzlich erfolgter Hospitalisation wird bei bestehendem Eisenmangel bereits ab einer
LVEF <50 % empfohlen, eine intravendse Eisensubstitution zu erwédgen, um das Risiko fiir
Re-Hospitalisierung zu senken [217]. In diesen Féllen unterscheiden die Leitlinien
interessanterweise nicht zwischen HI unterschiedlicher Genese, sondern empfehlen die
Erwédgung einer Eisensubstitution unabhingig von der Ursache der HI. Eine mdgliche
Ursache fiir den positiven Effekt einer Eisensubstitution auf HI kdnnte darin bestehen, dass
die Enzyme der Atmungskette Eisen-Schwefel-Cluster enthalten [83] und damit vom
Vorhandensein ausreichender Eisenspeicher abhéngig sind. Im Tiermodell konnte bereits
gezeigt werden, dass ein Eisenmangel mit einer verringerten Aktivitit der
Atmungskettenkomplexe [218] und einer vermehrt glucolytischen Stoffwechsellage im
Herzmuskel assoziiert ist [219]. Auch in Zellkulturen menschlicher Kardiomyozyten fiihrte
die Induktion von Eisenmangel durch Chelatoren zu einer verminderten Aktivitit der
Atmungskettenkomplexe, des intrazelluldren ATP-Spiegels und der Kontraktilitit [220].
Diese Effekte waren durch Eisensubstitution reversibel.

Die vorliegende Arbeit untersucht zwar keine Intervention, trotzdem zeigen die hier
erhobenen Daten einen Zusammenhang zwischen Andmie und myokardialer
Mitochondrienfunktion. Ob Andmie mit verringerter myokardialer Mitochondrienfunktion
in dieser Studie assoziiert war, hing u.a. von der Ursache der HI ab. Im Folgenden werden
die verschiedenen in dieser Arbeit untersuchten Gruppen einzeln betrachtet.

4.3 Anamie in Menschen ohne Herzinsuffizienz

Die vorliegenden Daten weisen entsprechend dem o.g. Ergebnis darauf hin, dass in
Menschen ohne HI Andmie sowie die damit einhergehende verringerte
Héamoglobinkonzentration mit einer verminderten OXPHOS- und ETS-Kapazitit assoziiert
sind. Ob Andmie dabei einen ursdchlichen Faktor oder lediglich einen begleitenden Marker
der verschlechterten Mitochondrienfunktion darstellt, ist jedoch nicht abschlieBend geklart.
Ein positiver Effekt der Behandlung von Anémie auf die Prognose herztransplantierter
Menschen ist bisher nur wenig belegt. Ein systematisches Review aus dem Jahr 2015 kam
zu dem Ergebnis, dass in kardiochirurgischen Operationen generell nur sehr unzureichende
Evidenz fiir den positiven Effekt perioperativer Andmiebehandlung auf die Prognose
existiert [221]. Es ist zu beachten, dass in dieses systematische Review keine Studien
miteingeschlossen wurden, die Herztransplantationen untersuchten. Eine kleine Studie an
Menschen mit Herztransplantation und Niereninsuffizienz kam jedoch zu dem Ergebnis,
dass eine Therapie von Andmie mit Erythropoetin mit einer Verbesserung der Lebensqualitét
assoziiert war [222].
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Blickt man iiber die relativ kleine Population herztransplantierter Menschen hinaus, so kann
das transplantierte Herz auch als Modell fiir gesunde Herzen betrachtet werden [105, 223],
und kann damit als Modell fiir frithe Stadien in der Entstehung von HI vor dem klinischen
Auftreten einer manifesten HI interpretiert werden. Die aus den vorliegenden Daten
entstehende Beobachtung, dass in der frithen, subklinischen Entwicklung von HI das
Auftreten von Andmie mit einer verschlechterten myokardialen Mitochondrienfunktion
assoziiert ist, deckt sich mit der Beobachtung aus fritheren Studien, dass in Menschen ohne
klinisch manifeste HI das Vorliegen von Anédmie das Risiko fiir die Entwicklung von HI
erhoht [73, 75].

Es ist anzumerken, dass in der Vergangenheit nicht alle Studien einen Zusammenhang
zwischen der Entwicklung von HI und verringerter myokardialer Mitochondrienfunktion
gefunden haben: einige Studien unterstitzen die Hypothese abnehmender
Mitochondrienfunktion mit zunehmender HI [158, 224], andere jedoch beschreiben eine
erhaltene [225] oder sogar gesteigerte [226] mitochondriale Funktion im Myokard
herzinsuffizienter Menschen verglichen mit gesunden Donorherzen. Dabei sind jedoch die
geringen Fallzahlen in den Studien zu beachten. In Zusammenschau der bisherigen Evidenz
zeigt sich insgesamt das Bild einer eingeschriankten myokardialen Mitochondrienfunktion
bei HI [227, 228], was zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit passt.

Jedoch ist auch hier nicht abschlieend geklart, ob Andmie eine Ursache oder lediglich einen
Marker in der Entstehung von HI darstellt. Zukiinftige Studien sollten sich mit der Frage
beschéftigen, ob eine Behandlung von Andmie in Menschen ohne HI das Auftreten von HI
verzogern oder sogar verhindern kann.

4.4 Anamie bei Menschen mit nichtischiamischer
Herzinsuffizienz

In Menschen mit bestehender HI ist der negative Effekt von Andmie auf die Prognose bereits
belegt [64-66, 68, 72, 74, 229]. Erste Studien haben in den vergangenen Jahren Hinweise
darauf geliefert, dass die Behandlung von Animie mittels intravendser Eisensubstitution in
Menschen mit HI die Symptomlast und Lebensqualitit [213] sowie kardiovaskuldre
Mortalitit und Gesamtmortalitit [230] senken kann, was sich mit den Empfehlungen aus den
Leitlinien der ESC zur intravendsen Eisensubstitution deckt [1]. Vergangene Studien haben
jedoch die Ursache der HI nicht beriicksichtigt. Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen
Daten sprechen interessanterweise gegen einen relevanten Effekt der Andmie auf den
myokardialen Energiestoffwechsel bei Menschen mit nichtischdmischer HI.

In einer Aufschliisselung nach spezifischer Ursache sprachen die in dieser Arbeit
vorliegenden Daten insbesondere gegen einen relevanten Effekt von Andmie bei HI durch
DCM oder Myokarditis. Seltenere Ursachen sind aufgrund der niedrigen Fallzahlen
schwieriger zu beurteilen. Eine Ausnahme konnte in der durch Amyloidose bedingten HI
liegen: Die in der Arbeit ermittelten Effektstiarken weisen auf eine geringe bis mittelstarke
Assoziation der Andmie mit mitochondrialer oxidativer Kapazitit und Kopplungseftizienz
hin, die allerdings nicht statistisch signifikant war. Das konnte moglicherweise an der
geringen Fallzahl von n = 15 liegen. Hier ist weitere gezielte Forschung mit mehr
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Studienteilnehmern notwendig, um einen Effekt von Andmie auf die Mitochondrienfunktion
zu beweisen oder widerlegen.

Insgesamt lieB sich ein relevanter Einfluss von Andmie auf die myokardiale
Mitochondrienfunktion in Menschen mit nichtischdmisch bedingter HI nicht bestétigen. Es
werden weitere Studien benétigt, um herauszufinden, ob der positive Effekt, den eine
Korrektur von Andmie in Menschen mit HI zu haben scheint [213], in allen Menschen mit
HI auftritt, oder ob bestimmte Formen der HI, insbesondere nichtischimisch bedingte
Formen, moglicherweise von diesem positiven Effekt ausgenommen sind.

4.5 Anamie in Menschen mit terminaler ischamischer
Herzinsuffizienz

In Menschen mit terminaler ischdmischer HI weisen die vorliegenden Daten auf einen
Zusammenhang zwischen Andmie und verminderter mitochondrialer Kopplungseftfizienz
hin. Gleichzeitig zeigen die Daten keinen Einfluss von Anémie auf oxidative Kapazitét oder
Mitochondriengehalt. Das deutet darauf hin, dass bei gleichbleibendem oder leicht
verringertem Mitochondriengehalt und gleicher oxidativer Kapazitit ein erhohter Teil der
Respiration nicht zur ATP-Generierung beitrdgt, was zumindest in der Theorie die
Energiebereitstellung einschrinkt. Wie oben beschrieben stellt eine eingeschrinkte
Energiebereitstellung einen Schliisselmechanismus in der Entstehung von HI dar [122]. Vor
diesem Hintergrund konnte eine Behandlung von Anédmie bei Menschen mit ischdmischer
HI die Schwere und ggf. den Progress von HI vermindern. Die vorliegende Arbeit liefert
damit einen moglichen Mechanismus, der die Verbesserung von Symptomlast und
Lebensqualitidt durch die Behandlung von Andmie in Menschen mit ischdmischer HI
erkliaren konnte, wie sie an anderer Stelle festgestellt wurde [213]. Es ist zu beachten, dass
in der vorliegenden Arbeit lediglich Patienten mit terminaler ischdmischer HI untersucht
wurden, bei denen eine LVAD-Implantation notwendig war. Weniger schwere
Krankheitsstadien der ischdmischen HI wurden nicht untersucht.

Dass in der vorliegenden Arbeit ein Zusammenhang von Andmie mit verringerter
myokardialer mitochondrialer Kopplung in Menschen mit ischdmischer HI, nicht aber in
Menschen mit nichtischdmischer HI gefunden wurde, deckt sich mit einer Arbeit von Duicu
et al. [231]. In dieser Arbeit wurde chirurgisch gewonnenes atriales Myokard permeabilisiert
und einer HRR unterzogen, wobei sich in ischdmisch erkrankten Herzen eine niedrigere
RCR (sowie OXPHOS-Kapazitit und ETS-Kapazitit) verglichen mit valvuldr erkrankten
Herzen zeigte. Obwohl in jener Arbeit nicht der Einfluss von Andmie untersucht wurde und
geringe methodische Unterschiede zur vorliegenden Arbeit bestehen, ldsst sich
hypothetisieren, dass bei ischdmischer = Herzerkrankung die  mitochondriale
Kopplungseffizienz stirker eingeschrinkt ist als bei valvuldren Herzerkrankungen, welche
dem nichtischdmischen Spektrum zugeordnet werden miissen. Moglicherweise reagieren
Letztere aus diesem Grund empfindlicher auf Andmie, was die mitochondriale
Kopplungseffizienz weiter einschriankt. Melenovsky et al. [139] kamen in ihrer Studie zu
dem Ergebnis, dass in Menschen mit HI myokardialer Eisenmangel mit starkerer koronarer
Herzerkrankung und mit einer verringerten Expression von antioxidativ wirkenden
Enzymen wie Katalase, Glutathionperoxidase und Superoxiddismutase 2 assoziiert ist. Dies
passt zu dem in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnis eines Zusammenhangs von
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Anédmie mit einer erhdhten myokardialen mitochondrialen Entkopplung in Menschen mit
ischdmisch bedingter HI, nicht aber in Menschen mit nichtischdmisch bedingter HI.

4.6 Limitationen

Eine mogliche Limitation der Arbeit besteht darin, dass fiir die Untersuchung von Menschen
ohne HI als modellhafte Population Menschen mit Herztransplantation herangezogen
wurden. Auch wenn diese Kohorte herztransplantierter Menschen in der Vergangenheit
bereits wiederholt als Modell vormals gesunder Herzen genutzt wurde [156, 223], muss
dennoch beachtet werden, dass herztransplantierte Menschen oft ein ausgeprégtes Profil an
Komorbidititen besitzen und héufig Medikamente, insbesondere Immunsuppressiva,
einnehmen. Um diesem Problem zu begegnen, wurden in der statistischen Auswertung die
Charakteristika  der  Gruppen, einschlieBlich der Einnahme  verschiedener
Immunsuppressiva, verglichen, um einer Verzerrung der Ergebnisse entgegenzuwirken. Eine
weitere Limitation bestand in der geringen Fallzahl in einigen Subkohorten, die aus
Menschen mit nichtischdmischer HI seltenerer Ursachen gebildet wurden. Insbesondere sind
hier Menschen mit Amyloidose und Menschen mit Speichererkrankungen zu nennen, bei
denen die Fallzahl in der vorliegenden Arbeit nicht zu interpretierbaren Ergebnissen
ausreichte. Insbesondere in diesen Fillen sind weitere Studien an groferen Kohorten
notwendig, um den moglichen Zusammenhang zwischen Andmie und myokardialer
Mitochondrienfunktion zu untersuchen. Dariiber hinaus konnte bei der Akquisition von
EMBs nicht genug Myokard gewonnen werden, um eine Bestimmung der CSA
durchzufiihren, sodass der myokardiale Mitochondriengehalt in Menschen ohne HI und
Menschen mit nichtischdmisch bedingter HI leider nicht untersucht werden konnte. Dartiber
hinaus sollte beachtet werden, dass bei der Verwendung von EMBs die subendokardialen
Anteile des Myokards représentiert werden. Subepikardiale Anteile des Myokards werden
in der Messung hingegen nicht erfasst. Auflerdem stammten die verwendeten EMBs
ausschlieBlich aus der rechten Seite des interventrikuldren Septums oder — im Fall der
LVAD-Proben — aus dem Bereich der Herzspitze. Es bleibt daher unklar, ob die erhaltenen
Ergebnisse auf das gesamte Ventrikelmyokard iibertragbar sind, wenngleich neuere Studien
diese Ubertragbarkeit beziiglich der mitochondrialen oxidativen Kapazitiit postulieren [105,
123, 124, 158, 232]. Eine weitere Limitation der Arbeit besteht darin, dass das verwendete
SUIT-Protokoll die kombinierte Respiration iiber mehrere Atmungskettenkomplexe misst.
Es sollte daher beachtet werden, dass keine spezifischen Aussagen {iiber einzelne
Atmungskettenkomplexe getroffen werden konnen. Zuletzt sollte angemerkt werden, dass
in der vorliegenden Arbeit keine Ursachen fiir Andmie wie beispielsweise Eisenmangel
miteinbezogen wurden. Es bleibt daher unklar, ob die Ursache der Anidmie einen Einfluss
auf die Assoziation zwischen Hb-Konzentration und myokardialer Mitochondrienfunktion
nimmt.
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5 Schlussfolgerungen

Die vorliegende Arbeit zeigt erstmals eine direkte Assoziation zwischen Andmie und einer
verringerten myokardialen Mitochondrienfunktion. Diese Assoziation zeigt sich in
Menschen ohne HI und in Menschen mit ischdmisch bedingter terminaler HI, nicht aber in
Menschen mit nichtischdmisch bedingter HI. Die Arbeit unterstreicht damit die wichtige
Rolle von Anémie in der Pathogenese von HI. Ob eine therapeutische Korrektur von Anédmie
die myokardiale Mitochondrienfunktion verbessern kann, und ob die Behandlung von
Andmie iiber diesen Mechanismus die Entstehung und das Voranschreiten von HI
verlangsamen kann, bleibt Gegenstand zukiinftiger Forschung.
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