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Zusammenfassung

Sowohl die Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion (HFrEF) als auch Diabetes
mellitus Typ 2 (T2D) gehen mit Verdnderungen des myokardialen mitochondrialen
Stoffwechsels einher. Hierbei scheinen auch Verdnderungen im Ketonkorper (KB)-
Metabolismus eine wichtige Rolle zu spielen. Bisher wurde dieser im humanen Myokard
jedoch nur mithilfe von Surrogat-Parametern untersucht. In welchem Ausmall KB bei
HFrEF und T2D tatsdchlich zur myokardialen mitochondrialen oxidativen
Phosphorylierung (OXPHOS) verwendet werden, bleibt unklar.

In dieser Arbeit wurden die Hypothesen aufgestellt, dass (1) die KB-abhéngige OXPHOS
Kapazitit in der HFrEF und (2) bei T2D verédndert ist.

Hierzu wurden humane myokardiale Proben verschiedener Kollektive (mit und ohne
HFrEF; mit und ohne T2D) untersucht. Das Myokard wurde wéhrend kardiochirurgischer
Operationen oder als Endomyokardbiopsien mittels Herzkatheter akquiriert. Zusétzlich
wurde murines Myokard ex-vivo von Miausen mit oder ohne ischdmische HFrEF,
induziert mittels permanenter Ligation des Ramus interventricularis anterior, untersucht.
Primérer Endpunkt war die mittels hochauflésender Respirometrie (HRR) bestimmte
Substrat-abhiingige mitochondriale Respiration. Verwendet wurden konventionelle
Substrate (Fettsduren, NADH-gekoppelte Substrate und Succinat) oder die KB 8-
Hydroxybutyrat (HBA) und Acetoacetat (ACA). Die myokardiale Citrat-Synthase-
Aktivitdt (CSA) wurde als Marker der mitochondrialen Dichte in den murinen Gruppen
bestimmt. Konzentrationen der zirkulierenden KBs wurden ebenfalls gemessen.

In der HFrEF-Studie wurden insgesamt 55 vs. 55 humane Probanden und 8 vs. 8 Méause
mit und ohne HFrEF verglichen. Die maximale OXPHOS Kapazitit bei HFrEF war
geringer, die KB-spezifische OXPHOS Kapazitit war hingegen nicht signifikant
niedriger. Somit ergab sich ein hdherer relativer Anteil der KB-spezifischen zur
maximalen OXPHOS. Die CSA als Marker des Mitochondrien-Gehalts unterschied sich
nicht zwischen HFrEF und Kontrollen. Bei HFrEF lagen erhohte zirkulierende KB
gegeniiber Kontrollen vor, die jedoch innerhalb der HF-Gruppe negativ mit der Kapazitét
zur KB-Oxidation korrelierten.

In der T2D-Studie wurde der Einfluss von T2D auf gesunde Spenderherzen untersucht.
Hierzu wurden humane Probanden ohne HF (nach Herztransplantation) verglichen, von
denen 22 einen T2D und 35 keinen T2D (,,Kontrollen*) aufwiesen. Bei T2D zeigte sich
hier wie schon in der HFTEF eine geringere maximale OXPHOS Kapazitit. Die KB-
spezifische OXPHOS Kapazitit war jedoch bei T2D ebenfalls vermindert. Insbesondere
die nicht von der 3-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase abhéngigen Schritte der Ketolyse
schienen stirker betroffen zu sein. Eine Korrelation von zirkulierenden KB und
Respiration zeigte sich in dieser Kohorte nicht.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse eine teilweise erhaltene und relativ erhdhte
myokardiale Kapazitit zur KB-Oxidation bei HFrEF. Es scheint jedoch metabolisch
maladaptive Stadien mit Verlust dieser Fahigkeit bei erhdhten Konzentrationen an
zitkulierenden KB zu geben. Bei T2D ist die Kapazitit KB mittels oxidativer
Phosphorylierung zur Energiegewinnung zu verwenden hingegen niedriger und das
eigentliche Angebot an KB kann bei T2D vom Myokard nicht genutzt werden. Sowohl
fiir die HFrEF als auch T2D ergeben sich daraus mogliche therapeutische Angriffspunkte.



Abstract

Heart failure with reduced ejection fraction (HFrEF) and Type 2 Diabetes (T2D) are
associated with altered myocardial energy metabolism. Recent studies indicate a potential
impact of ketone bodies (KB) as alternative mitochondrial substrates. However, so far
KB-metabolism has only been assessed by surrogate parameters. The actual amount of
KB-dependent mitochondrial oxidative phosphorylation (OXPHOS) in failing or diabetic
myocardium has not yet been quantified.

Therefore, we hypothesized that the myocardial capacity to utilize KBs for OXPHOS is
altered (1) in HFrEF and (2) in T2D compared to controls.

To verify our hypotheses human myocardial samples from different cohorts (with and
without HFrEF; with and without T2D) were examined. Human myocardium was
collected during cardiac surgery or via endomyocardial biopsy during cardiac
catheterization. Additionally, murine myocardium was examined ex-vivo from mice with
or without chronic ischemic HFrEF induced by permanent ligation of the left anterior
descending artery. The primary endpoint was substrate-dependent mitochondrial
respiration measured by high-resolution respirometry (HRR). Conventional substrates
(fatty acids, NADH-linked substrates and succinate) as well as the KBs -
hydroxybutyrate (HBA) and acetoacetate (ACA) were used. Myocardial citrate synthase
activity (CSA) was determined as a marker of mitochondrial density in the murine groups.
Concentrations of circulating KB were measured in human serum.

The HFrEF study included 110 humans (55 vs. 55) and 16 mice (8 vs. 8) with or without
HFrEF, respectively. Here, lower OXPHOS capacity for all conventional respirometry
substrates was observed in HFrEF. However, the absolute respiration derived via ketolysis
was not different between the groups, resulting in a greater relative contribution of KBs
to maximum OXPHOS capacity. CSA was not different between the murine groups with
and without HFrEF, indicating comparable mitochondrial density. Interestingly, while
HFrEF was characterized by elevated levels of circulating KBs, their serum
concentrations were negatively associated with myocardial KB oxidative capacity within
HFrEF.

In the T2D study, the influence of T2D on healthy donor hearts was studied. 57 previously
heart transplanted human participants without HF were included and divided into 22
participants with T2D and 35 controls based on hemoglobin Aic and specific
antihyperglycemic treatment. Similar to HFrEF, the T2D group also exhibited a tendency
for lower maximum OXPHOS capacity compared to controls. However, unlike in HFrEF,
the KB-dependent oxidative capacity was significantly impaired in T2D. Downstream
ketolytic enzymes seemed to be impaired in particular. No correlations of circulating KBs
and oxidative capacity were observed in T2D.

In conclusion, these findings suggest a partly maintained oxidative capacity for KBs in
HFrEF despite a reduced overall oxidative capacity and therefore a greater relative KB
contribution to mitochondrial oxidative phosphorylation. However, this ability seems to
be lost with higher circulating KB levels. In contrast, T2D myocardium displays lower
KB-dependent oxidative capacity. Thus, supply of KBs in T2D is mismatched and cannot
be substantially used as alternative energy sources. Therefore, our findings hint towards
KB metabolism as a potential therapeutic target in HF and T2D.
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1 Einleitung
1.1 Herzinsuffizienz

1.1.1 Definition und Klassifikation

Die Herzinsuffizienz (HF) ist von internationalen kardiologischen Fachgesellschaften in
ihren aktuellen Leitlinien als klinisches Syndrom definiert, das durch Kardinalsymptome
wie z.B. Luftnot, Miidigkeit und Knéchel-Odeme charakterisiert ist [1-3]. Hervorgerufen
wird es durch kardiale Funktionsstorungen und/oder Strukturdefekte mit daraus
resultierenden erhdhten intrakardialen Driicken und/oder verminderter Herzleistung [1,
2]. Die hierfiir ursdchlichen Pathologien sind vielfiltig, zumeist ist jedoch eine
systolische, diastolische oder gemischte myokardiale Funktionsstérung zugrundeliegend

(siehe 1.1.3) [1, 4].

Es existieren unterschiedliche Systeme, um die HF zu klassifizieren. Nach dem American
College of Cardiology und der American Heart Association werden mit Fokus auf die
Entstehung und das Fortschreiten der Erkrankung die Stadien A bis D unterschieden
(siehe Tabelle 1) [2, 3]. Klinisch kann eine Einteilung mit Blick auf den Schweregrad der
Symptomatik nach der New York Heart Association (NYHA) vorgenommen werden
(siche Tabelle 2) [2, 5]. Phinotypisch erfolgt eine Klassifikation anhand der gemessen
linksventrikuldren Ejektionsfraktion (LVEF) (sieche Tabelle 3), wobei sich die Phinotypen
auch teils pathophysiologisch und é&tiologisch unterscheiden [1-3]. Zudem kann
grundsétzlich die akute HF von der chronischen HF unterschieden werden, wobei die
akute HF eine rasch oder allmihlich aufgetretene HF beschreibt, die aufgrund ihrer
Schwere zu einer ungeplanten é&rztlichen Vorstellung fiihrt und der sowohl die
Erstmanifestation einer neuen HF als auch, im héufigeren Fall, die Dekompensation einer

chronischen HF zugrunde liegen kann [1].

Stadium Definition

Personen mit Risikofaktoren (z.B. arterielle Hypertonie,
Adipositas, Diabetes mellitus, koronare Herzkrankheit,
positive Familienanamnese), aber ohne Symptome oder
strukturelle oder funktionelle Herzerkrankung

A: Risiko fur Herzinsuffizienz

B: Pri-Herzinsuffizienz Personen ohne Symptome einer Herzinsuffizienz, aber mit
struktureller Herzerkrankung, erhdhten kardialen




Fiillungsdriicken oder Risikofaktoren und laborchemisch
erhohtem B-Typ natriuretischem Peptid oder kardialem
Troponin (ohne andere hierfiir urséchliche Erkrankungen)

C: Symptomatische Personen mit aktuellen oder fritheren Symptomen einer
Herzinsuffizienz Herzinsuffizienz

D: Fortgeschrittene
Herzinsuffizienz

Personen mit schweren Symptomen einer Herzinsuffizienz,
die zu Einschriankung von Aktivitdten des téglichen Lebens
oder wiederholter Hospitalisierung fiihren

Tabelle 1: Stadien der Herzinsuffizienz nach dem American College of Cardiology und der American
Heart Association [2, 3].

Stadium

Definition

Herzinsuffizienz ohne Einschrankung von Aktivitdten oder Symptomen
(Dyspnoe, Palpitationen, Erschopfung oder Brustschmerz).

II

Herzinsuffizienz mit Symptomen (Dyspnoe, Palpitationen, Erschdpfung oder
Brustschmerz) bei stirkerer alltdglicher Belastung. Leichte Einschriankung der
physischen Aktivitét.

I

Herzinsuffizienz mit Symptomen (Dyspnoe, Palpitationen, Erschopfung oder
Brustschmerz) bei leichter alltdglicher Belastung. Starke Einschrénkung der
physischen Aktivitét.

v

Herzinsuffizienz mit Symptomen (Dyspnoe, Palpitationen, Erschopfung oder
Brustschmerz) in Ruhe.

Tabelle 2: Klinische Einteilung der Herzinsuffizienz nach der New York Heart Association (NYHA)

12, 5]

Typ der Herzinsuffizienz Kriterien
Herzinsuffizienz mit Symptome + Untersuchungsbefund
reduzierter Ejektionsfraktion o
(HFTEF) LVEF <40%

Herzinsuffizienz mit Symptome + Untersuchungsbefund

méBiggradig eingeschrénkter
Ejektionsfraktion (HFmrEF)

LVEF 41%-49%

(HFpEF)

Herzinsuffizienz mit
erhaltener Ejektionsfraktion | Objektive Hinweise auf eine strukturelle und/oder

Symptome + Untersuchungsbefund

LVEF = 50%

funktionelle Anomalie, die auf eine diastolische Dysfunktion
oder erhohte Fiillungsdriicke hinweist, inklusive erhohtem B-
Typ natriuretischem Peptid

Tabelle 3: Phinotypische Einteilung der Herzinsuffizienz anhand der linksventrikuliren
Ejektionsfraktion (LVEF) nach der European Society of Cardiology [1]. HFtEF: Heart failure with
reduced ejection fraction; HFmrEF: Heart failure with mildy reduced ejection fraction; HFpEF: Heart
failure with preserved ejection fraction.



1.1.2 Epidemiologie

National, wie auch international, stellt die HF auf individueller und
gesamtgesellschaftlicher Ebene eine bedeutende Herausforderung im Gesundheitssystem
dar [2, 6, 7]. Die Priavalenz der HF wird dabei global auf zwischen 37 Millionen und tiber
64 Millionen Betroffene geschitzt, wobei jedoch gerade fiir den siidamerikanischen und
afrikanischen Kontinent valide Daten fehlen [4, 7]. Fiir den europdischen und
nordamerikanischen Raum betrdgt die Prdvalenz mit regionalen Unterschieden
durchschnittlich 1-3 % [7]. In Deutschland liegt sie bei 3,9 % [8], wobei sie besonders
mit zunehmendem Alter steigt und sich pro Lebensjahrzehnt ungefdahr verdoppelt [4].
Generell scheint die Privalenz in ihrer Tendenz steigend zu sein, was insbesondere auf
eine alternde Gesellschaft und lingeres Uberleben durch verbesserte Therapien
zurlickzufiihren ist [4, 7]. Die Inzidenz hingegen weist nach Stabilisierung in den letzten
Jahrzehnten nun eine fallende Tendenz auf [7]. In Deutschland erkranken pro Jahr ca. 655
von 100.000 Personen neu an einer HF [8]. Weiterhin hoch ist die Mortalitit der HF mit
einer Ein-Jahres-Mortalitdt von 15-30 % [7, 9] und einer Fiinf-Jahres-Mortalitit von bis
zu 75 % [7]. Gesamtgesellschaftliche Relevanz erhélt die HF zudem auch wegen hiufiger
Hospitalisationen: Ungefdhr 1-2 % aller Hospitalisationen in der westlichen Welt sind auf
eine HF zurilickzufiihren [4, 7]. Damit verbunden sind hohe Kosten von jdhrlich bis zu

25.000 Euro pro Patient [7, 10].

1.1.3 Atiologie und Pathogenese

Das Syndrom der HF hat multiple Ursachen. Diese lassen sich orientierend in folgende
drei groBe Gruppen unterteilen: Erkrankungen des Myokards (z.B. ischdmische
Herzerkrankung und Myokardinfarkt, immunologisch-vermittelte oder entziindliche
Schiadigungen, toxische Schidigungen, metabolische Storungen, Infiltrationen des
Myokards und Speicherstorungen oder genetische Herzerkrankungen), Zustinde der
abnormalen Fiillung (z.B. bei Herzklappenerkrankungen, arterieller und/oder pulmonaler
Hypertonie, Volumeniiberladung, Belastung durch gesteigerten Auswurf oder
konstriktiven oder fibrosierenden Erkrankungen) und Arrhythmien (z.B. atriale oder
ventrikulire Tachy- oder Bradyarrhythmien, Uberleitungsstérungen oder Pacing) [1, 2,
11]. Davon am hédufigsten sind ischdmische Herzerkrankungen, Myokardinfarkte,
Hypertonien oder Herzklappen-Pathologien als Ursachen zu finden [2]. Wihrend bei

jingeren Betroffenen oft ausschlieBlich oder vor allem das Herz betreffende



Erkrankungen vorliegen, sind iltere Betroffene meist auch generell kardiovaskuldr
gealtert [12]. Dabei spielen insbesondere die Risikofaktoren arterielle Hypertonie,
Pridiabetes und Diabetes mellitus, Adipositas und metabolisches Syndrom,
Nikotinkonsum, Bewegungsmangel, ungesunde Erndhrung, sowie Atherosklerose eine

wichtige Rolle [2, 12, 13].

In der gemeinsamen Endstrecke kommt es hdufig zu pathologischen Umbauprozessen
(Remodelling) [14, 15], was zu mikro- und makrostrukturellen Anderungen der
myokardialen Architektur fiihrt [14]. Folge hiervon sind klinisch messbare
Verdnderungen des linken Ventrikels mit konzentrischer und/oder exzentrischer

Hypertrophie und Dilatation [14].

In der Pathophysiologie der HF spielen auch biochemische, humorale und
immunologische Verdnderungen eine Rolle [14]. So wird z.B. das neurohumorale System
und das Immunsystem aktiviert [14]. Ebenso sind insbesondere auch Verdnderungen im
kardialen Metabolismus mit der Entwicklung und Progression einer HF assoziiert (siche

1.5.2.1) [14, 16, 17].

Generell unterscheiden sich die anhand der LVEF eingeteilten Phénotypen (siche 1.1.1)
auch in ihrer Atiologie und Pathogenese [1, 2]. Zwar teilen sich sowohl die HF mit
reduzierter Ejektionsfraktion (HFrEF) als auch die HF mit erhaltener Ejektionsfraktion
(HFpEF) zuvor genannte Risikofaktoren und pathophysiologische Mechanismen [1, 18],
wihrend die HFrEF aber insbesondere auf Erkrankungen des Herzens selbst, wie der
ischdmischen Kardiomyopathie oder den heterogenen dilatativen Kardiomyopathien
beruht [19], geht die sehr heterogene Erkrankung der HFpEF vor allem mit systemischen
Erkrankungen, insbesondere dem metabolischen Syndrom einher [18]. Diese systemische
Erkrankung fiihrt pathogenetisch insbesondere {iiber systemische Entziindung,
endotheliale Dysfunktion und Stérung der Mikrozirkulation zur Ausbildung einer HFpEF
[18,20-22]. Bei der HFpEF sind meist erhohte ventrikuldre Fiillungsdriicke messbar [20].



1.2 Diabetes mellitus

1.2.1 Definition und Klassifikation

Diabetes mellitus beschreibt eine Gruppe von Erkrankungen, die durch metabolische
Storungen des Kohlenhydrat-Stoffwechsels mit Uberproduktion und verminderter
Nutzung von Glucose gekennzeichnet sind und folglich mit einer Hyperglykdmie
einhergehen [23]. Die Diagnose eines Diabetes mellitus beruht auf der Messung der
Hyperglykdmie, entweder durch Bestimmung der Plasmaglukose oder durch
Bestimmung des glykiertem Hdmoglobin (Hdmoglobin A1, HbA 1) [24]. Die mdglichen
diagnostischen Tests nach der American Diabetes Association sind in Tabelle 4
aufgefiihrt, wobei ein positives Ergebnis in einem der Tests bereits zur Diagnose eines

Diabetes mellitus ausreicht [24].

Diagnostischer Test Diagnose eines Diabetes mellitus bei
Messung des HbA . >6,5%
Messung der Niichtern-Plasmaglucose > 126 mg/dl
Messung der Spontan-Plasmagluose > 200 mg/dl und Symptome der Hyperglykédmie
Oraler Glucose-Toleranztest > 200 mg/dl nach 2 Stunden

Tabelle 4: Tests zur Diagnose eines Diabetes mellitus nach der American Diabetes Association [24].
Niichtern ist definiert als keine Kalorien-Zufuhr fiir mind. 8 Stunden. Durchfiihrung des oralen Glucose-
Toleranztests durch Zufuhr von 75 g Glucose als orale Losung in niichternem Zustand.

Der Diabetes mellitus kann in verschiedene, teils heterogene klinische Gruppen eingeteilt

werden, die sich in ihrer Genese und Pathophysiologie unterscheiden [24]:

- Diabetes mellitus Typ 1 (T1D): Ausgeldst durch autoimmune Zerstdrung der -

Zellen des Pankreas mit folgendem meist absolutem Insulinmangel

- Diabetes mellitus Typ 2 (T2D): Insulin Resistenz mit folgendem nicht-

autoimmunem progressivem Verlust der Insulin-Sekretion aus den B-Zellen

- Weitere Typen: Ausgelost z.B. durch Erkrankungen des Pankreas,

monogenetischen Verdnderungen oder Medikamente und chemische Substanzen

- Gestationsdiabetes: im Rahmen einer Schwangerschaft im zweiten oder dritten

Trimester ohne vorbestehenden Diabetes mellitus



1.2.2 Epidemiologie

Epidemiologisch betrachtet hat der Diabetes mellitus eine noch gréfere Bedeutung als
die HF und geht ebenso mit enormen individuellen und gesamtgesellschaftlichen
Herausforderungen einher. Die geschitzte alters-standardisierte Prédvalenz liegt global bei
6,1 %, wobei Méanner etwas hdufiger als Frauen betroffen sind [25]. In Deutschland liegt
sie mit iiber 9 % sogar noch hoéher [26, 27]. Insgesamt macht die Gruppe des T2D dabei
ca. 90 % aller Diabetes mellitus Erkrankungen aus [24, 25]. Seit 1990 hat sich die
Pravalenz des Diabetes mellitus fast verdoppelt und es wird geschétzt, dass sie bis 2050
weiter steigt, was durch eine Zunahme des Subtyp des T2D getrieben ist und insbesondere
durch eine Zunahme an Risikofaktoren (siehe 1.2.3) fiir einen T2D begriindet sein konnte
[25]. Insbesondere bei dlteren Personen ist die Pravalenz des Diabetes mellitus dabei hoch

und liegt in der Gruppe der 65- bis 95-jdhigen bei 20 % [25].

Auch auf individueller Ebene ist die Erkrankung des Diabetes mellitus duflerst relevant.
So ist die Mortalitdt in Gruppen von Personen mit Diabetes mellitus im Vergleich zu
gesunden Personen deutlich erhoht und wird auf ca. 11,3 % geschitzt [28]. In
Deutschland kdnnen sogar bis zu 21 % aller Tode mit Diabetes mellitus in Verbindung
gebracht werden [29]. Auch wéhrend des Lebens fiihrt die Erkrankung durch
Komplikationen und Folgen zu einer Einschrinkung der Lebensqualitit [30] und

verursacht enorme Kosten fiir das Gesundheitssystem [31, 32].

1.2.3 Atiologie und Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 2

Generell liegen dem T2D vier Faktoren in unterschiedlichen Ausprigungsgraden
zugrunde: Eine Insulinresistenz, ein sekretorischer Defekt der B-Zellen des Pankreas, eine
fortschreitende Apoptose der B-Zellen und eine verminderte Insulinsekretion und
-wirkung [33]. Diese Verdnderungen konnen viele heterogene Ursachen haben [24, 34,
35]. Die pathophysiologischen Mechanismen des T2D sind zwar noch nicht vollstindig
verstanden, das metabolische Syndrom und Ubergewicht, insbesondere ausgeldst durch
Bewegungsmangel und hochkalorische, stark verarbeitete Mahlzeiten, spielen jedoch
eine wichtige Rolle in der Entwicklung eines T2D [24, 33, 36, 37]. Auch genetische
Faktoren tragen zur Entwicklung bei [34, 35]. Hierdurch entwickelt sich in der Frithphase
und auch schon bereits vor Manifestation der Erkrankung eine Insulinresistenz, die die
pankreatischen B-Zellen zundchst mit einer vermehrten Insulin-Ausschiittung

kompensieren konnen [34, 38]. Im Verlauf ldsst die Kapazitidt der vermehrten Insulin-



Produktion jedoch nach und es kommt zur Manifestation der Hyperglykdmie [34, 38]. Im
komplexen metabolischen Zusammenspiel der Erkrankung spielen u.a. auch
mitochondriale Dysfunktion, oxidativer Stress, Verdnderungen des Mikrobioms und

vermehrte Einlagerung von Fettsduren eine Rolle [36, 38].

Klinische Folgen der Erkrankungen sind neben den unspezifischen Allgemeinsymptomen
Miidigkeit und Leistungsminderung vor allem Komplikationen der Hyperglykdmie, wie
Retinopathien, Nephropathien, Neuropathien und Mikro- und Makroangiopathien [33].

So ist insbesondere auch das kardiovaskuldre Risiko bei Patienten mit T2D erhoht [39].

1.2.4 Diabetische Kardiomyopathie

Auch unabhidngig von anderen kardiovaskuldren Risikofaktoren, koronaren
Gefédllerkrankungen oder Herzklappenerkrankungen kann ein T2D zu einer myokardialen
Dysfunktion fithren [40-43]. Der Zustand dieser kardialen Dysfunktion wird dann als
sogenannte diabetische Kardiomyopathie (DbCM) bezeichnet [40-43]. Friihe
Manifestation dieser Kardiomyopathie ist eine diastolische Dysfunktion [40, 41]. Diese
zundchst subklinische diastolische Dysfunktion kann sich fortschreitend klinisch
manifestieren und zu einer HFpEF fiihren [2, 40]. Im weiteren Verlauf kann es auch zu
einer systolischen Dysfunktion und Ausbildung einer HFrEF kommen [40]. Ursédchlich
fiir die Entwicklung der DbCM scheint die myokardiale Insulinresistenz und die damit
einhergehenden metabolischen Verdnderungen mit vermehrter Fettsdure-Akkumulation
und -Oxidation zu sein (siche 1.5.2.2) [40, 41, 44, 45]. Dies fiihrt wiederum zu
Lipotoxizitdt, vermehrtem oxidativem Stress, Inflammation, endoplasmatischem
Retikulum-Stress, mitochondrialer Dysfunktion und Apoptose [40, 41, 44, 45]. In der
Endstrecke kommt es so zu einem dysfunktionalen Umbau (Remodeling) des Myokards

[40].



1.3 Der mitochondriale Stoffwechsel

1.3.1 Oxidative Phosphorylierung

Der Energiestoffwechsel der Mitochondrien ist im menschlichen Korper der
Hauptlieferant des universellen Energietrdgers Adenosin-Triphosphat (ATP) [46]. Die
ATP-Produktion findet hierbei nach dem grundlegenden Prinzip der oxidativen
Phosphorylierung (OXPHOS) statt, bei der mittels der mitochondrialen Atmungskette ein
Elektronentransport erfolgt, der {iber den Aufbau eines elektrochemischen
Protonengradienten an die ATP-Synthese gekoppelt ist. Die Atmungskette besteht aus den

folgenden fiinf, in der inneren Mitochondrienmembran lokalisierten Komponenten:
- Komplex I: NADH:Ubichinon-Oxidoreduktase
- Komplex II: Succinat:Ubichinon-Oxidoreduktase
- Komplex III: Ubihydrochinon:Cytochrom C-Oxidoreduktase
- Komplex IV: Cytochrom C-Oxidase
- Komplex V: Fi/Fo-ATP-Synthase

Die Komplexe I-IV bauen den elektrochemischen Protonengradienten auf, indem sie
Protonen aus der mitochondrialen Matrix in den Intermembranraum befoérdern. Die
hierfiir bendtigte Energie liefert Wasserstoff (Hz), das als Reduktionsédquivalent in Form
von Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NADH) oder Flavin-Adenin-Dinucleotid
(FADH2) zwischengespeichert ist. NADH und FADH> stammen aus dem Abbau von
Néhrstoffen, u.a. durch Glykolyse, B-Oxidation und Ketolyse auch mittels des
Citratzyklus. In der Endstrecke des Aufbaus des Protonengradienten wird an Komplex IV

unter Verwendung von Wasserstoff Sauerstoff (O) verbraucht und Wasser gebildet:
H> +1/2 O, - H,O

Im letzten Schritt benutzt Komplex V den Protonengradienten, um durch Durchstromen
von Protonen eine Rotationsbewegung anzutreiben, durch die die Phosphorylierung des
Phosphatakzeptors Adenosin-Diphosphat (ADP) ermdoglicht wird und ATP entsteht. Die
gesamte Atmungskette ist schematisch in Abb. 1 dargestellt.



Intermembranraum

H* H* H* H*

b‘ﬂb 1] '
v
NADH + H* NAD* FADH, FAD* H,+1/20; H.0 ADP + P; ATP

mitochondriale Matrix
Succinat Fumarat
Abb. 1: Vereinfachte Darstellung der Atmungskette [46]. Komplexe I-V sind in der inneren
Mitochondrienmembran lokalisiert. Elektronentransport und Aufbau eines Protonengradienten durch
Komplexe I-IV. Dadurch Kopplung mit der Phosphorylierung von ADP zu ATP durch Komplex V.
ADP: Adenosin-Diphosphat; ATP: Adenosin-Triphosphat; CytC: Cytochrom C; e: Elektronen;

FADH2/FAD": Flavin-Adenin-Dinucleotid; H2: Wasserstoff;, NADH/NAD": Nicotinamid-Adenin-
Dinukleotid; O2: Sauerstoff; Pi: anorganisches Phosphat; Q: Ubichinon. Erstellt mit biorender.com.

Die Atmungskette kann mit bestimmten Substanzen beeinflusst werden, die einzelne
Komplexe hemmen oder die Atmungskette entkoppeln und sich deshalb experimentell

zunutze gemacht werden konnen (siehe Tabelle 5) [47-52].

Substanz Wirkort Wirkung
Rotenon Komplex I Inhibition
Malonat Komplex II Inhibition
Antimycin A Komplex III Inhibition
Cyanid Komplex IV Inhibition
Oligomycin Komplex V Inhibition
FCCP Innere Mitochondrienmembran Entk%Iiﬁ;g%%éﬁ?gﬁgﬁniﬁﬁmen'

Tabelle 5: Inhibitoren und Entkoppler der Atmungskette [47-52]. FCCP: Carbonylcyanid-p-
Trifluoromethoxy-phenylhydrazon.



1.3.2 Messung der mitochondrialen oxidativen

Phosphorylierung

Es gibt unterschiedliche Moglichkeiten die Kapazitit der mitochondrialen Atmung zu
untersuchen, als Goldstandard wird hierbei jedoch die Untersuchung von Muskelbiopsien
angesehen [53, 54]. Anhand dieser Proben ist es moglich, mittels Respirometrie auf die
mitochondriale oxidative Phosphorylierung zu schlieen [54, 55]. Bei der Respirometrie
macht man sich den in 1.3.1 beschriebenen Sauerstoff-Verbrauch der Atmungskette
zunutze [56]. Sie beruht also generell auf dem Prinzip der Messung der
Sauerstoffkonzentration in einer geschlossenen Kammer mit einem polarographischen

Sensor, der sogenannten Clark-Elektrode [53, 56].

Die hochauflosende Respirometrie (HRR) stellt die Goldstandard-Methode der
Respirometrie dar, um substratabhéingige Respiration, entsprechend der OXPHOS, zu
quantifizieren [57]. Hierfir werden in geschlossenen Kammern eines Oxygraphen
Substrat-Entkoppler-Inhibitor-Titration (substrate-uncoupler-inhibitor titration, SUIT)
Protokolle durchgefiihrt, bei denen, wie der Name schon beschreibt, nacheinander
verschiedene Substrate, gefolgt von die Atmungskette entkoppelnden und schlieBlich
inhibierenden Substanzen in die Kammern gegeben werden [57, 58]. Aus der gemessenen
Sauerstoffkonzentration berechnet sich die Respiration als Sauerstoff-Strom (O»-flow),
entsprechend dem Sauerstoffverbrauch pro Zeit, und nach Normalisierung fiir das in die
Kammer gegebene Probengewicht als besser vergleichbarer Sauerstoff-Fluss (O2-flux,

JO2) [58].

1.3.2.1 Respiratorische Stadien

Seit 1955 werden fiinf respiratorische Stadien nach Chance and Williams unterschieden,
die nach dem Vorhandensein oder der Abwesenheit von Sauerstoff, ADP und Substraten
definiert werden [59]. Diese Stadien kdnnen auf Respirometrie-Messungen mit isolierten
Mitochondrien angewendet werden [59], jedoch nicht uneingeschrinkt auf ganze
Zellen [58]. Daher wurden von Gnaiger et al. neue respiratorische Stadien definiert (siche
Tabelle 6) [58]: Die Kapazitit der oxidativen Phosphorylierung (OXPHOS Kapazitit, P),
die ,Leck® Respiration (LEAK Respiration, L), die Kapazitit des Elektronen-
transferierenden Systems (ETS Kapazitit, E) und der residuale Sauerstoff-Verbrauch

(ROX).
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Stadium Definition Art der Respiration

Respiratorische Kapazitit bei
P OXPHOS Kapazitit | geséttigten Konzentrationen von
ADP, Phosphat, O, und Substraten

partiell gekoppelt,
phosphorylierend

Nicht-phosphorylierende Respiration, | partiell gekoppelt,
L LEAK Respiration | die fiir die Undichtigkeit der inneren | nicht-
Mitochondrienmembran kompensiert | phosphorylierend

Maximale Kapazitit der entkoppelten | entkoppelt,

E ETS Kapazitit Respiration nicht-
phosphorylierend
ROX Residualer Respiration aufgrund oxidativer
O,.Verbrauch Reaktionen neben der Atmungskette |

Tabelle 6: Respiratorische Stadien nach Gnaiger et al. [58]. ADP: Adenosin-Diphosphat; ETS:
Elektronen-transferierendes System; O2: Sauerstoff; OXPHOS: Oxidative Phosphorylierung.

Im Rahmen von SUIT Protokollen werden diese Stadien durch Zugabe unterschiedlicher
Substanzen experimentell hergestellt. Fiir die OXPHOS Kapazitit miissen gesittigte
Konzentrationen von ADP, Phosphat, Sauerstoff und Substraten vorhanden sein, sodass
die maximal mdgliche Respiration hierdurch nicht behindert wird und die Atmungskette
vollstindig ablaufen kann. Im Stadium der LEAK Respiration erfolgt keine
Phosphorylierung, was entweder durch das Fehlen von ADP oder die Inhibition der ATP-
Synthase (Komplex V), z.B. durch Oligomycin, erreicht werden kann. Die ETS Kapazitit
wird durch eine Entkopplung der Atmungskette durch sogenannte Protonophore, die
einen Protonenfluss iiber die innere Mitochondrienmembran ermdglichen, erreicht. Ein
solcher  Protonophor ist beispielsweise  Carbonylcyanid-p-Trifluoromethoxy-
phenylhydrazon (FCCP). Der residuale Sauerstoff-Verbrauch kann nach vollstindiger
Hemmung der Atmungskette, wie z.B. nach Komplex III-Inhibition durch Antimycin A

gemessen werden.

1.3.2.2 Respiratorische Fluss-Kontroll-Raten

Aus den verschiedenen respiratorischen Stadien konnen sogenannte Fluss-Kontroll-Raten
(Flux control ratios, FCR) gebildet werden, um gewebeunabhingig und intern
normalisiert die mitochondriale Funktion und Kopplung der Atmungskette zu
beurteilen [57, 58]. Wichtig im Folgenden sind hier insbesondere die Respiratory Control
Ratio (RCR), die Leak Control Ratio (LCR) und das P/E Verhiltnis (siche Tabelle 7).
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Rate Berechnung Aussage

RCR P/L Kopplungseftizienz: je groBer, desto
(OXPHOS / LEAK) bessere Kopplung
L/E Grad der Entkopplung/,,Undichtigkeit*: je
LCR (LEAK / ETS Kapazitit) kleiner, Qesto besser gekoppelt/,,dichter
und effizienter

P/E Verhiltni P/E Grad der Limitation durch ATP-Synthase:

© S (OXPHOS / ETS Kapazitit) | je groBer, desto weniger Limitation

Tabelle 7: Respiratorische Fluss-Kontroll-Raten (Flux control ratios, FCR) [57, 58].
E, ETS: Elektronen-transferierendes System; LCR: Leak Control Ratio; L, LEAK: ,Undichte® (leak)
Respiration; P, OXPHOS: Kapazitit der oxidativen Phosphorylierung; RCR: Respiratory Control Ratio.

1.3.3 Bestimmung der mitochondrialen Dichte einer Probe

Es gibt unterschiedliche Methoden, um auf die mitochondriale Dichte, bzw. Menge an
Mitochondrien, in einer Muskelprobe zu schlieBen [60, 61]. Die Messung der Citrat-
Synthase-Aktivitit (CSA) stellt hierbei einen klassischen Surrogat-Parameter dar [60].
Das Grundprinzip dieser Messung erfolgt nach dem Ansatz, dass die Citrat-Synthase im
Citratzyklus Oxalacetat mit Acetyl-CoA zu Citrat und Coenzym A mit einer Thiolgruppe
(CoA-SH) umsetzt, wobei die Thiolgruppe in Verbindung mit hinzugegebener 5,5'-
Dithiobis-2-nitrobenzoesdure (DTNB) zu 5-Thio-2-Nitrobenzoesdure (TNB) reagiert, die
photometrisch als Absorption bei 412nm gemessen werden kann [62]. Die
Geschwindigkeit der Zunahme dieser Absorption wihrend der Messung ist proportional
zu CSA [62]. Die CSA wird typischerweise auf den Proteingehalt einer Probe normalisiert
[63].

1.4 Physiologie der Ketonkorper

1.4.1 Rolle und Funktion der Ketonkorper

Ketonkorper (KB) iibernehmen unterschiedliche Funktionen: Zum einen sind sie in ihrer
Rolle als alternative Energiequellen bereits lange bekannt [46, 64, 65], zum anderen legen
neuere Erkenntnisse auch eine Rolle als Botenstoff und in der Stoffwechsel-Regulation
nahe [64, 66-68]. Es existieren die KB Aceton, B-Hydroxybutyrat (HBA) und Acetoacetat
(ACA), wobei insbesondere HBA und ACA Funktionen als Metabolite und
Signalmolekiile besitzen [46]. Im Blut wird der iiberwiegende Anteil der dort
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zirkulierenden KB von HBA ausgemacht [46]. Die Prozesse der KB-Synthese und des
KB-Abbau finden in den Mitochondrien statt [46]. Generell werden KB endogen in der
Leber synthetisiert und von allen anderen Organen abgebaut (siche 1.4.2) [46].

1.4.1.1 Rolle der Ketonkorper als Energiesubstrat

Urspriinglich wurden KB Mitte des 19. Jahrhunderts im Blut von Patienten mit Diabetes
mellitus entdeckt [65], wo sie oftmals erhoht und ein Marker der sogenannten
diabetischen Ketoazidose sind [69]. Doch auch unabhéngig von Pathologien sind KB
wichtige alternative Energiequellen [46, 64, 65, 70]. Zwar nehmen sie unter normalen
metabolischen Zustinden nur einen geringen Anteil an den extrahepatisch zur
Energiegewinnung verwendeten Substraten ein, bei reduzierter Verfiigbarkeit von
Glucose als Energiesubstrat erhoht sich jedoch dieser Anteil ebenso wie die
Blutkonzentrationen von KB [64, 71, 72]. Physiologisch tritt dies bei einem
Energieverbrauch ohne neue Zufuhr an Nahrung auf, wie z.B. beim Fasten oder
Ausdauertraining [46, 64, 71, 73]. Da KB aus Produkten des unvollstindigen Fettsdure-
Abbaus gebildet werden, konnen Serum-Konzentrationen von KB auch durch
kohlenhydratarme, fettreiche Didten erhoht werden [72, 74], was als sogenannte
Ketogene-Didt von einigen Menschen teils auch unabhingig von bestehenden
Pathologien durchgefiihrt wird [75]. In all diesen Zustinden erhoht sich der Anteil der
KB an den Substraten zur Energiegewinnung teils drastisch [46]. Im Gehirn, das
ansonsten obligat auf Glucose angewiesen ist, erhoht sich der Anteil so auf bis zu
70 % [46]. Bezogen auf die Masse an Gewebe ist jedoch das Myokard der grofite KB-
Verbraucher [72]. Die Regulation des KB-Stoffwechsels erfolgt insbesondere iiber das
vorhandene Angebot an Fettsduren fiir die Ketogenese und durch die Hormone Insulin
und Glukagon, ebenso aber auch {iber Mechanismen der Produkt-Inhibition und weitere
Metabolite oder Signalmolekiile [46, 68, 72]. Neben Diabetes mellitus existieren auch
andere Pathologien, in denen die Rolle der KB als Energiesubstrat veridndert ist [72].
Wichtig sind hier neben Diabetes mellitus insbesondere kardiovaskuldre Erkrankungen,

wie die Herzinsuffizienz (siehe 1.5.2.3).

Auch exogen besteht die Mdglichkeit KB-Konzentrationen im Blut zu erhhen. Neben
der bereits erwdhnten Ketogenen-Diét [75, 76] ist auch eine Supplementation als Keton-
Ester oder Keton-Salze moglich [77]. Dariiber hinaus ist auch beschrieben, dass
Medikamente KB-Spiegel erhohen konnen, beispielsweise Natrium-Glukose-

Cotransporter 2-Inhibitoren (SGLT2-Inhibitoren) [78, 79].
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1.4.1.2 Signalfunktion der Ketonkorper

KB haben vielfiltige Funktionen als Signal-Metabolite [64, 67, 72]. Manche dieser
Funktionen werden ausschlief3lich iiber HBA oder ACA vermittelt, manche iiber beide
KB [72]. Generell wirken die KB hier u.a. iiber eine Bindung an G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren, Inhibition von Histon-Deacetylasen, Modifikation von Histonen oder
prostranslationaler Modifikation von Proteinen [68, 72]. Hieriiber konnen sie z.B. den
Lipid-Stoffwechsel und Tumor-Wachstum modulieren und Inflammation, oxidativen
Stress und Sympathikus-Aktivitit reduzieren [67, 68, 72, 79]. So konnen KB auch die

mitochondriale Funktion verbessern [79].

1.4.2 Ketogenese und Ketolyse

Die Bildung von KB findet ausschlieBlich in der Leber statt [46]. Die Ketogenese ist dabei
mitochondrial lokalisiert und l4uft in folgenden Schritten ab [46, 72]: Als Substrat wird
ausschlieBlich Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA) benétigt, welches als Produkt der B-
Oxidation des Fettsédure-Abbaus entsteht. Zunichst entstehen durch die mitochondriale
Thiolase aus zwei Acetyl-CoA Molekiilen Acetoacetyl-CoA. Dieses wird dann durch die
(3-Hydroxy-B-Methylglutaryl-CoA-Synthase (HMG-CoA-Synthase) zu HMG-CoA und
schlieBlich durch die HMG-CoA-Lyase zu ACA umgesetzt. ACA kann in einer durch die
D-B-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase 1 (BDHI1) katalysierten Reaktion zu HBA

umgewandelt werden.

Der Transport der KB aus den Zellen erfolgt dann, ebenso wie auch die Aufnahme in die
Zielorgane, liber Monocarboxylat-Transporter [80]. Ketonkorper sind wasserldslich und

werden dementsprechend im Blut ungebunden transportiert [46].

Die ebenfalls in der mitochondrialen Matrix lokalisierte Ketolyse findet v.a. in Gehirn,
Myokard und Skelettmuskel statt und besteht aus folgenden Schritten (siche Abb. 2) [46,
72]: Durch Umkehr der durch BDHI1 katalysierten Reaktion wird zundchst HBA zu ACA
umgewandelt. Bei dieser Reaktion entsteht das Reduktionsdquivalent NADH, das bereits
in die Atmungskette eingeschleust werden kann (siehe 1.3.1). Im néchsten Schritt wird
nun ACA durch die Succinyl-CoA:Acetoacetat-CoA-Transferase (SCOT) unter
Verwendung von Succinyl-CoA aus dem Citratzyklus zu Acetoacetyl-CoA umgewandelt.
Dieses kann nun wiederum durch die Thiolase in zwei Acetyl-CoA aufgespalten werden,
die im Citratzyklus zur Energiegewinnung weiterverarbeitet werden konnen. Da die

Leber das Enzym SCOT nicht besitzt, kann hier keine Ketolyse stattfinden [46].
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Die geschwindigkeitsbestimmenden Enzyme von KB-Auf- und -Abbau sind die HMG-
CoA-Synthase und SCOT, iiber die folglich auch die regulatorische Hormone Insulin und
Glukagon sowie Signalmolekiile wirken [46, 72].

H H* H H
Intermembranraum I I
1 ;;‘k‘ 1 v
- ()
mitochondriale
Matrix v
NADH + H* NAD* FADH: FAD* H;+1/20; H,0 ADP+P,  ATP
HBA
NAD* Succmat Fumarat
BDH1 ( _.---~Malat
NADH + H*
Citratzyklus
ACA y
Succinyl-CoA «-. N
SCOT (
Succinat----""
ACA-CoA
Thiolase
2 Acetyl-CoA

Abb. 2: Vereinfachte Darstellung der Ketolyse im Zusammenspiel mit der mitochondrialen
Atmungskette [81]. Der erste Schritt der Ketolyse (griin markiert) liefert Reduktionséquivalente an
Komplex I. Die weiteren Schritte der Ketolyse (orange markiert) konnen nur bei gleichzeitig ablaufendem
Citratzyklus stattfinden, da Succinyl-CoA benétigt wird. Als Endprodukt konnen 2 Acetyl-CoA dem
Citratzyklus und dariiber der mitochondrialen Atmungskette zugefiihrt werden. Experimentell kann das
Ablaufen des Citratzyklus bspw. durch Zugabe von Malat in vitro ermdglicht werden. ACA: Acetoacetat;
ADP: Adenosin-Diphosphat; ATP: Adenosin-Triphosphat; BDH1: D-3-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase 1;
CoA: Coenzym A Cyt C: Cytochrom C; e: Elektronen; FADH2/FAD": Flavin-Adenin-Dinucleotid; Ho:
Wasserstoff; HBA: B-Hydroxybutyrat; NADH/NAD™: Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid; O2: Sauerstoff Pi:
anorganisches Phosphat; Q: Ubichinon; SCOT: Succinyl-CoA:Acetoacetat-CoA-Transferase. Erstellt mit
biorender.com.

15



1.5 Energiestoffwechsel im Myokard

1.5.1 Physiologischer myokardialer Energiestoffwechsel

Aufgrund der stindig wechselnden Kontraktion und Entspannung des Myokards,
verbraucht das Herz eine enorme Menge an Energie, mehr als jedes andere Organ [82].
Es verbraucht ca. 6 kg ATP pro Tag, entsprechend dem 20-30-fachem des eigenen
Gewichts [82], was unter extremer Anstrengung auf bis zu 30 kg gesteigert werden kann
[83]. Stande die ATP-Produktion still, wiirde das Herz bereits nach 2-10 Sekunden alle
ATP-Reserven aufgebraucht haben [84]. Um diesen grof8en und stdndigen Energiebedarf

zu decken, bedarf es eines suffizienten Energiestoffwechsels.

Dieser Stoffwechsel beruht im Myokard nahezu ausschlieBlich auf mitochondrialer
oxidativer Phosphorylierung; die anaerobe Glykolyse macht aufgrund ihrer deutlich
geringeren Effizienz (38 ATP vs. 2 ATP) nur einen verschwindend geringen Teil aus [16,
85, 86]. Generell gilt das Herz dabei als metabolisch flexibel, es kann also
unterschiedliche Substrate metabolisieren und sich dem vorhandenen Angebot
anpassen [17, 82]. Hauptsédchlich verstoffwechselt es Fettsduren (ca. 60-90 %), gefolgt
von Pyruvat aus der Glykolyse (ca. 10-40 %) und zu kleineren Teilen auch Laktat,
Aminoséauren und KB [16, 17].

1.5.2 Myokardialer Energiestoffwechsel bei Pathologien

1.5.2.1 Myokardialer Energiestoffwechsel bei Herzinsuffizienz

Die HF ist mit einem verdnderten Energiemetabolismus assoziiert [16, 17, 84, 86]. Zum
einen konnen angeborene Stoffwechselerkrankungen direkt eine HF verursachen [87, 88].
Zum anderen gehen aber auch alle hdufigeren Formen der HF mit einem Energiedefizit,
einem verdnderten Stoffwechsel und einem Verlust der metabolischen Flexibilitit einher
[17, 84]. Wahrend sowohl die HFpEF als auch die HFrEF durch ein Missverhiltnis an
Energiebedarf und -bereitstellung charakterisiert sind, unterscheiden sie sich in der Art
des Verlustes der metabolischen Flexibilitdt und Pathophysiologie der metabolischen

Storungen [89].

Bei der HFrEF werden insbesondere vermindert Fettsduren oxidiert und es kommt zu
einer Verschiebung hin zu den anderen Substraten, insbesondere zur weniger effizienten

Glykolyse [16, 84, 89-91]. Im Gegensatz dazu scheint sich der Metabolismus bei HFpEF
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durch eine Verschiebung der Substratverwendung zu noch starkerer Fettsdure-Oxidation
auszuzeichnen [16, 84, 89, 91, 92]. Auch die Oxidation von Ketonkdrpern unterscheidet
sich zwischen HFrEF und HFpEF (siehe 1.5.2.3).

Generell geht die HF mit einer Schadigung der Struktur und Funktion der myokardialen
Mitochondrien einher [17]. Auch die Funktion der oxidativen Phosphorylierung ist
gestort [82, 93]. Diese Schidigungen scheinen bei der HFpEF weniger stark ausgeprigt
zu sein [94]. Ausdruck des gestorten mitochondrialen Metabolismus im insuffizienten
Herzen ist auch ein vermehrtes Vorkommen reaktiver Sauerstoffspezies und eine gestorte
mitochondriale Kalzium-Homdostase [84, 91]. Auch wenn die metabolischen
Verdnderungen im insuffizienten Herzen komplex und noch nicht vollsténdig verstanden
sind, scheint das Herz insgesamt nicht mehr in der Lage zu sein, die benétigte Energie

effizient zu produzieren [16, 86].

1.5.2.2 Myokardialer Energiestoffwechsel bei Diabetes mellitus Typ 2

Auch T2D wund die DbCM sind mit einem verdnderten myokardialen
Energiemetabolismus assoziiert [95-100]. Dabei sind die bei T2D vorhandenen
myokardialen metabolischen Verdnderungen auch ohne manifeste HF den Verdnderungen
bei der HFpEF &hnlich. Dies scheint aufgrund der é&tiologischen Bedeutung des
metabolischen Syndroms und des T2D fiir die Entwicklung einer HFpEF [20] auch nicht

verwunderlich.

So ist auch das Myokard von Individuen mit T2D durch eine metabolische Inflexibilitét
charakterisiert [95-97, 100, 101]. So fiihrt die Insulinresistenz, ggf. in Kombination mit
einem Insulinmangel, zu einer verminderten Glucose-Aufnahme in das Myokard und es
werden im diabetischen Herzen folglich weniger Glucose und vermehrt Fettsduren zur
Energieproduktion verwendet [95-97, 102]. Ebenso ist bei T2D und der DbCM die
myokardiale mitochondriale Funktion an sich beeintrichtigt [97, 99, 100] und die
Fahigkeit zur oxidativen Phosphorylierung vermindert [103, 104]. Zusammenfassend ist
das diabetische Herz, dhnlich dem insuffizienten Herzen, nicht mehr dazu in der Lage,
effizient Energie zu produzieren [95-97], was zur Entwicklung der DbCM (siche 1.2.4)
beitragen kann [45].
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1.5.2.3 Rolle der Ketonkorper im kardialen Energiestoffwechsel bei

Pathologien
Sowohl in der HF [16, 77] als auch bei T2D und der DbCM [96, 105] ist der KB-

Metabolismus im Gesamt-Organismus und im Myokard im Vergleich zum

physiologischen Zustand verdndert.

In der HF scheint sich dabei die Rolle der KB zwischen HFpEF und HFrEF zu
unterscheiden [89, 91]. So legen bisherige Studien nahe, dass KB in der HFrEF eine
wichtige Rolle spielen und das insuffiziente Herz vermehrt KB verwendet [77]. Es finden
sich erhohte Serum-Konzentrationen an KB [16, 17, 77, 105], die Expressionen der
ketolytischen Enzyme BDH1 und SCOT sind nachweislich im Myokard erhdht [16, 17,
77, 106] und das Myokard weist eine erhohte KB-Aufnahme auf [16, 105, 106]. In
Tierversuchen verschlechterte sich bei BDH1-Knockout ein pathologisches Remodelling
nach Ischimie oder Druck-Uberladung und exogene Erhohung der Serum-HBA-Spiegel
konnte kardiale Dysfunktion und pathologisches Remodelling verbessern [105]. KB
konnten in der HFrEF also u.a. durch die Bereitstellung einer alternativen Energiequelle
moglicherweise eine kardioprotektive Funktion haben. Gegensétzlich zur HFrEF scheint
der myokardiale KB-Metabolismus in der HFpEF im Vergleich zum physiologischen
Zustand reduziert zu sein [89, 107, 108], auch wenn hier bisher weniger valide Studien
als in der HFrEF vorliegen [84, 91]. Insbesondere ist in der HFpEF offenbar eine
verminderte Aktivitdit des ketolytischen Enzyms BDHI trotz erhdhter Serum

Konzentrationen an KB relevant [94, 107].

Generell konnte auch die kardioprotektive Wirkung der Medikamentenklasse der SGLT2-
Inhibitoren mdglicherweise iiber eine Erhohung der Blutkonzentrationen an KB

vermittelt sein und so den gestorten Energiemetabolismus in der HF verbessern [17, 78].

Neben den potenziell positiven Effekten von KB bei HF als Substrate und Signalmolekiile
sind KB jedoch gleichzeitig auch mit unerwiinschten Ereignissen assoziiert. So besteht
eine Assoziation von erhohten KB Spiegel im Blut und dem Auftreten von
kardiovaskuldren Ereignissen in bisher kardiovaskulir gesunden Menschen [109]. Auch
innerhalb der fortgeschrittenen HF sind erhdhte zirkulierende KB mit einer schlechteren
Prognose assoziiert [110]. Hieraus ergibt sich das sogenannte ,,KB-Paradoxon*: Wéhrend

KB und deren Supplementation auf der einen Seite vorteilhafte Effekte in Rahmen einer
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HF zu haben scheinen [111], gehen im Gegensatz dazu intrinsisch erhdhte KB-Spiegel

mit einer schlechteren Prognose einher [110].

Auch T2D geht durch Insulinresistenz und vermehrtem Angebot an Substraten fiir die
Ketogenese durch Lipolyse generell mit erhdhten Serum-Konzentrationen an KB einher
[16, 105]. So stellen erhohte KB-Level auch einen frithen Marker fiir ein erhohtes Risiko
der Entwicklung eines Diabetes mellitus dar [112]. Dieses vermehrte Angebot an KB
filhrt im diabetischen Herzen auch zu einer vermehrten Aufnahme von KB in das
Myokard [113, 114]. Demgegeniiber zeigen Tierversuche jedoch, dass ketolytische
Enzyme im diabetischen Herzen vermindert exprimiert sind [115, 116] und das Myokard
bei Diabetes mellitus vermindert KB zur Energiegewinnung oxidiert [117]. Damit zeigt
sich die metabolische Dysfunktion im diabetischen Herzen auch mit Blick auf den KB-
Metabolismus derer in der HFpEF &hnlich [94]. Im menschlichen Herzen ist bislang aber
unklar, ob KB bei T2D — trotz vermehrter Aufnahme — tatsdchlich auch vermehrt oder

doch vermindert fiir die oxidative Phosphorylierung verwendet werden.

Generell wurden bisher sowohl bei HF als auch bei T2D ausschlieBlich Surrogat-
Parameter der Energiegewinnung durch Ketolyse, wie Serum-Konzentrationen, Enzym-
Expression oder KB-Aufnahme ins Myokard, untersucht [16, 77, 115-117]. Mittels
Respirometrie wurde bislang lediglich beschrieben, dass der Anteil von KB zum
Gesamtmal der oxidativen Phosphorylierung in gesundem Myokard gering ist [118]. Ob
und in welchem Ausmall KB also tatsdchlich zur mitochondrialen oxidativen
Phosphorylierung in einem funktionellen System bei HF oder T2D im Vergleich zu
Kontrollen verwendet werden, ist in der bisherigen Studienlage nicht quantifiziert und

weist somit eine Liicke in der bisherigen wissenschaftlichen Erkenntnis auf.
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2 Ziele und Hypothesen der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die Kapazitit der Verwendung von KB zur mitochondrialen
oxidativen Phosphorylierung im Myokard bei HFrEF und T2D mittels hochaufldsender
Respirometrie zu quantifizieren und mit nicht-herzinsuffizienten, bzw. nicht-diabetischen

Kontrollen zu vergleichen.
Dabei wurden die folgenden Hypothesen aufgestellt:

I.  Die KB-spezifische myokardiale mitochondriale oxidative Kapazitit ist bei

Menschen mit HFrEF im Vergleich zu Menschen ohne HF veréndert.

II.  Die KB-spezifische myokardiale mitochondriale oxidative Kapazitit ist bei T2D

im Vergleich zu Menschen ohne Diabetes Mellitus veridndert.
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3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Verbrauchsmaterialien

- Lithium-Heparin-Rohrchen 4,5 ml (BD Vacutainer® LH PST™ II Plus Blood
Collection Tubes, REF 366567, Becton, Dickinson and Company, Plymouth, UK)

- Serum-Rohrchen 5 ml (BD Vacutainer® SST™ II Advance Plus Blood Collection
Tubes, REF 366566, Becton, Dickinson and Company, Plymouth, UK)

- Citrat-Rohrchen 2,7 ml (BD Vacutainer® Buffered Sodium Citrate Plus Blood
Collection Tubes, REF 364305, Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes,
USA)

-  EDTA-RShrchen 3 ml (BD Vacutainer® Plus Blood Collection Tubes, REF
368499, Becton, Dickinson and Company, Plymouth, UK)

- Einmalhalter fiir Blutentnahmerdhrchen (Vacutainer® Einmalhalter, REF 364815,
Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA)

- Blutentnahme-Set (BD Vacutainer® Safety-Lok™ Blutentnahmeset, REF 367282,
Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA)

- Venenstauer (Venenstauer classic, REF 310005, Roeser Medical GmbH, Essen,
Deutschland)

- Alkoholisches Hautantiseptikum (kodan® Tinktur forte farblos, REF 104012,
Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt, Deutschland)

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

- Untersuchungshandschuhe (Vasco® Nitril blue, REF 9209825, B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)

- Teststreifen fiir Point-of-Care Keton-Messgerit (StatStrip® Ketone-Test Strips,
REF 46951, Nova Biomedical GmbH, Mérfelden-Walldorf, Deutschland)

- Kontrolllosung fiir Point-of-Care Glukose- und Keton-Messgerdt hohe
Konzentration (StatStrip® Kontrolllssung Level 3, REF 46949, Nova Biomedical
GmbH, Morfelden-Walldorf, Deutschland)

- Kontrolllosung fiir Point-of-Care Keton-Messgerdt niedrige Konzentration
(StatStrip® Kontrolllosung Level 1, REF 46947, Nova Biomedical GmbH,
Morfelden-Walldorf, Deutschland)
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- Bioptom (Biopsiepinzette, REF 504-300, Cordis Germany GmbH, Hamburg,
Deutschland)

- Skalpellklinge (BAYHA® Skalpellklinge Nr. 11, C. Bruno Bayha GmbH,
Tuttlingen, Deutschland)

- Zellkulturplatte mit 6 Vertiefungen (Falcon® Multiwell 6 Well, REF 353046,
Corning Incorporated, Corning, USA)

- Mikroplatte mit 96 Vertiefungen (Microplate 96 Well, REF 655101, Greiner Bio-
One GmbH, Frickenhausen, Deutschland)

- ReagiergefdBl 1,5 ml (SafeSeal Gefdll, REF 72.706, Sarstedt AG & Co. KG,
Niimbrecht, Deutschland)

- Zentrifugen-Réhrchen 50 ml (Cellstar® Tubes, REF 227261, Greiner-Bio-One
GmbH, Frickenhausen, Deutschland)

- Filterpapier (VWR® Qualitative filterpaper, 410, REF: 516-0804, Leuven,
Belgien)
3.1.2 Chemikalien und Arzneimittel

- Saponin (CAS-Nr.: 8047-15-2, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland)

- DL-B-Hydroxybuttersdure Natriumsalz (CAS-Nr.: 150-83-4, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)

- Lithium Acetoacetat (CAS-Nr.: 3483-11-2, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland)

- Malat (CAS-Nr.. 97-67-6, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland)

- Octanoylcarnitin (CAS-Nr.: 14919-35-8, Bio-Techne GmbH, Wiesbaden,
Deutschland)

- Adenosin-5"-Diphosphat (CAS-Nr.: 72696-48-1, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland)

- Glutamat (CAS-Nr.: 142-47-2, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland)

- Succinat (CAS-Nr.: 6106-21-4, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland)

- Cytochrom C (CAS-Nr.: 9007-43-6, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland)

- Oligomycin (CAS-Nr.: 1404-19-9, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland)
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Carbonylcyanid-p-trifluormethoxyphenylhydrazon (CAS-Nr.: 370-86-5, Sigma-

Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)

Antimycin A (CAS-Nr.: 1397-94-0, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Deutschland)

Rotenon (CAS-Nr.: 83-79-4, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Deutschland)

BIOPS Priservations-Losung bestehend aus:

Taurin (20 mmol/l)
Adenosin-5'-triphosphat Dinatriumsalz Hydrat (5,77 mmol/l)

Calcium-Dikalium-Ethylenglycol-bis(B-aminoethylether)-N,N,N’,N'-
tetraessigsdure (CaKoEGTA) (2,77 mmol/l)

Dikalium-Ethylenglycol-bis(p-aminoethylether)-N,N,N’,N'-
tetraessigsdure (Ko:EGTA) (7,23 mmol/l)

Magnesiumchlorid-Hexahydrat (6,56 mmol/l)
Kreatinphosphat Dinatriumsalz Hydrat (15 mmol/l)
Imidazol (20 mmol/1)

Dithiothreitol (0,5 mmol/l)

2-(N-Morpholino)ethansulfonsiure (50 mmol/l)

- MiROS5 Respirations-Medium bestehend aus:

Taurin (20 mmol/l)

D-Saccharose (110 mmol/l)
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (3 mmol/l)
Lactobionsédure (60 mmol/l)
Kaliumdihydrogenphosphat (10 mmol/I)

Ethylenglycol-bis(-aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetraessigsdure (EGTA)
(0,5 mmol/l)

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure (HEPES)
(20 mmol/1)

Bovines Serum-Albumin (1 g/1)

- Citrat-Synthase-Assay-Kit (Katalog Nummer: CS0720, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Deutschland)
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DC™-Protein Assay Kit II (Katalog Nummer: 5000112, Bio-Rad Laboratories,
Inc., Hercules, USA)

Ketamin (Zoetis Deutschland GmbH, Berlin, Deutschland)
Xylazin (Elanco Deutschland GmbH, Monheim, Deutschland)

Isofluran (CAS-Nr.: 26675-46-7, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland)

3.1.3 Gerate

Point-of-Care Keton-Messgerdt (StratStrip® GLU/KET, REF 54796 Nova
Biomedical GmbH, Morfelden-Walldorf, Deutschland)

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

Oxygraph (Oroboros® 02k, Oroboros Instruments GmbH, Innsbruck, Osterreich)

Mikroliter-Spritzen (Hamilton® Spritzen 10 pl, 25 pl, 50 pl, 100 pl, Produkt-Nr.:
203194, 80285, 80975, 203235, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

Taumelschiittler (Heidolf Duomax 2030, No.: 542.30005.01, Heidolph
Instruments GmbH & Co. KG, Kelheim, Deutschland)

Vortex-Mischer (VWR® Vortexmischer, Art.-Nr.: 444-1372, VWR International
GmbH, Darmstadt, Deutschland)

Waage (Analysewaage, Produkt-Nr.: 50609650, Sartorius AG, Gottingen,
Deutschland)

Mikroplatten-Lesegerdt (FLUOstar Omega, BMG LABTECH GmbH, Ortenberg,
Deutschland)

Schwingmiihle (Schwingmiihle MM 400, Retsch GmbH, Haan, Deutschland)

Zentrifuge (VWR MICRO STAR 17R, VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland)

pH-Meter (pH Meter Lab 850, Schott Instruments, Mainz, Deutschland)

3.1.4 Software

Microsoft Office® Version 16 (Microsoft Corporation, Redmond, USA)
iWork® Version 13 (Apple Inc., Cupertino, USA)
DatLab® Version 7.4.0.4 (Oroboros Instruments GmbH, Innsbruck, Osterreich)

Reader Control Software und MARS Data Analysis Software (BMG LABTECH
GmbH, Ortenberg, Deutschland)
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- GraphPad Prism® Version 10.2 (GraphPad Software, LLC., Boston, USA)
- RStudio (Posit® Software, Boston, USA)
- draw.io® (draw.io AG, Ziirich, Schweiz)

- BioRender® (BioRender, Toronto, Kanada)

3.2 Methoden

3.2.1 Studiendesign

Um die Hypothesen dieser Arbeit zu iiberpriifen, wurden zum einen humane Probanden
in die Studie eingeschlossen, die dann in Kohorten mit HFrEF und ohne HF sowie mit
und ohne T2D eingeteilt wurden (sieche 3.2.2). Zum anderen wurde auch ein
mausexperimentelles Modell der ischdmischen HFrEF verwendet (siehe 3.2.3). In beiden
Féllen wurden Myokardproben gesammelt und anschlieBend HRR verwendet, um die

Respiration unter Verwendung unterschiedlicher Substrate zu quantifizieren (siche 3.2.4).

3.2.2 Humane Probanden

3.2.2.1 Rekrutierung

Im Rahmen einer laufenden Kohortenstudie (ClinicalTrials.gov Identifikationsnummer:
NCT05958706), die im Jahr 2025 Teil der METAB-HTX-Studie wurde [119], wurden
Patienten in die Studie eingeschlossen, die eine der folgenden klinisch indizierten

Prozeduren erhielten:
- Orthotope Herztransplantation (HTX) (HTX Gruppe)

- Implantation eines linksventrikuldren Herzunterstiitzungssystem (LVAD) (LVAD

Gruppe)

- Endomyokardbiopsie (EMB), aufgrund neu aufgetretener HF zu diagnostischen
Zwecken (HF EMB Gruppe)

- RoutineméBige EMB, im Rahmen der Transplantatnachsorge nach fritherer HTX

zur Kontrolle auf mogliche AbstoBungsreaktionen (Post-HTX Gruppe).
Fiir alle Probanden galten folgende weitere, zwingend zu erfiillende Einschlusskriterien:

- Alter > 20 und < 85 Jahre
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- Schriftliche Einwilligung in die Studienteilnahme.

Nicht eingeschlossen wurden Patienten, auf die mindestens eines der folgenden

Ausschlusskriterien zutraf:
- Akute Infektionserkrankung innerhalb der letzten 2 Wochen

- Autoimmunerkrankung oder akute immunkompromittierende Erkrankung mit

<5000 Leukozyten pro ul
- Schwangerschaft
- Aktive Krebserkrankung

- Suchterkrankung mit Einnahme von Alkohol oder Drogen, psychiatrische

Erkrankung
- Verdacht auf oder manifestes Acquired immune deficiency syndrome (AIDS)
- Hepoatitis B oder C

- Lebererkrankung, die nicht auf das Vorliegen einer nicht-alkoholischen
Fettleberhepatitis oder einer Stauungshepatopathie bei HF zuriickgefiihrt werden

kann
- Fehlende Einwilligungsfahigkeit.

In die HFrEF-Studie wurden von Februar 2023 bis einschlieBlich November 2025
Probanden eingeschlossen. Fiir die T2D-Studie belief sich der Einschluss-Zeitraum von

Mairz 2023 bis einschlieBlich Oktober 2024.

3.2.2.2 Ablauf und klinische Prozeduren der Studie

Alle Untersuchungen der Studie wurden im Rahmen der reguldren stationdren
Aufenthalte der Patienten durchgefiihrt. Diese betrugen bei bereits frither
herztransplantierten Patienten, die zur routinemifigen EMB stationdr aufgenommen
wurden, (Post-HTX Gruppe) meist drei Tage. Herzinsuffiziente Patienten, die eine EMB,
HTX oder LVAD-Implantation erhielten, waren oft deutlich ldnger, bis hin zu mehreren
Wochen, stationir in der Klinik, wobei die Untersuchungen der Studie auch hier im engen

zeitlichen Rahmen um die EMB, HTX oder LVAD-Implantation durchgefiihrt wurden.

26



Probanden, die im Rahmen einer EMB in die Studie eingeschlossen wurden, erhielten

folgende Untersuchungen, die teils in den ndchsten Abschnitten genauer erldutert werden:

Vendse Blutentnahme (siehe 3.2.2.2.1)

Bestimmung der kardialen = Pumpfunktion  mittels transthorakaler
Echokardiographie (TTE) oder kardialer Magnetresonanztomographie (¢cMRT)
(siehe 3.2.2.2.2)

EMB, bei der neben den klinisch indizierten Proben auch zusétzliche Proben fiir

die Studie entnommen wurden (siche 3.2.2.2.3).

Probanden, die im Rahmen einer aktuellen HTX oder LVAD-Implantation in die Studie

eingeschlossen wurden, erhielten aus logistischen und klinischen Griinden nur folgende

Untersuchungen:

Vendse Blutentnahme, die bereits standardmiBig und auch unabhéngig der Studie

im Rahmen des klinischen Prozederes vor der HTX erfolgte (siehe 3.2.2.2.1)

Bestimmung der kardialen = Pumpfunktion  mittels  transthorakaler

Echokardiographie (TTE) (siehe 3.2.2.2.2)

HTX oder LVAD-Implantation, bei der myokardiale Proben des explantierten
Herzens, bzw. des ausgestanzten apikalen Myokard entnommen wurden (siche

3.2.2.2.3).

Zusitzlich wurde bei allen Probanden auf routineméBig aus klinischen Griinden erhobene

Daten, wie z.B. Body-Mass-Index (BMI), Vorerkrankungen und bestehende Medikation,

zuriickgegriffen.

3.2.2.2.1 Venése Blutentnahme

Bei allen Probanden wurden vendse Blutentnahmen im niichternen Zustand durchgefiihrt.

Es wurden die in der folgenden Tabelle 8 aufgefiihrten laborchemischen Parameter

bestimmt.
Kategorie Bestimmter Parameter Entnahme-Rohrchen
Leukozyten EDTA-R&hrchen
Hamatologie
Erythrozyten EDTA-R&hrchen
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Hamoglobin EDTA-R&hrchen

Héamatokrit EDTA-R&hrchen

Thrombozyten EDTA-R&hrchen

Natrium Lithium-Heparin-R6hrchen
Elektrolyte

Kalium Lithium-Heparin-R6hrchen
Kardiale Belastung NT-proBNP Lithium-Heparin-R6hrchen
Entziindung CRP Lithium-Heparin-R6hrchen

TSH Lithium-Heparin-R6hrchen
Endokrine Regulation

fT4 Lithium-Heparin-R6hrchen

HbA . EDTA-R&hrchen

Triglyceride Lithium-Heparin-R6hrchen

. . Gesamtcholesterin Lithium-Heparin-R6hrchen

Energiemetabolismus/-
substrate LDL-Cholesterin Lithium-Heparin-R6hrchen

HDL-Cholesterin Lithium-Heparin-R6hrchen

Freie Fettsduren Serum-Rohrchen

LDH Lithium-Heparin-R6hrchen
Zellschiadigung

Kreatinkinase Lithium-Heparin-R6hrchen

AST Lithium-Heparin-R6hrchen

ALT Lithium-Heparin-R6hrchen
Leberfunktion

y-GT Lithium-Heparin-Rohrchen

AP Lithium-Heparin-R6hrchen

Kreatinin Lithium-Heparin-R6hrchen
Nierenfunktion und . s s
Hamstoffwechsel Harnséure Lithium-Heparin-R6hrchen

Harnstoff Lithium-Heparin-R6hrchen

Tabelle 8: Laborchemisch aus human-venésem Blut bestimmte Parameter. ALT: Alanin-
Aminotransferase; AP; Alkalische Phosphatase; AST: Aspartat-Aminotransferase; CRP: C-reaktives
Protein; y-GT: Gamma-Glutamyltransferase; fT4: freies Thyroxin; HbAi.: Hdmoglobin Ai.; HDL: High
Density Lipoprotein, LDH: Laktatdehydrogenase; LDL: Low Density Lipoprotein; NT-proBNP: n-
terminales pro-Brain natriuretisches Peptid; PCT: Procalcitonin; TSH: Thyreoidea-stimulierendes Hormon.
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Zudem wurde neben den fiir die Bestimmung von laborchemischen Parametern
verwendeten Rohrchen ein zusétzliches Serum-Roéhrchen mit vendsem Blut befiillt.
Innerhalb von 90 min wurde dieses Rohrchen fiir 10 min bei 3.500 G zentrifugiert, das
Serum abpipettiert und bei -80 °C eingefroren. Aus logistischen Griinden war dies
insbesondere im Rahmen der Operationen nur bei einem Teil der Probanden moglich. Das
so konservierte Serum wurde nachfolgend zur Bestimmung von Konzentrationen des

Ketonkorpers HBA verwendet (siehe 3.2.6).

3.2.2.2.2 Bestimmung der kardialen Pumpfunktion

Als klinische Routine erhielten alle Probanden eine transthorakale Echokardiographie
(TTE). Diese erfolgte entweder im Rahmen der Transplantatnachsorge am Tag nach der
EMB oder bei Probanden mit HF in den Tagen, bzw. Wochen vor der HTX, LVAD-
Implantation oder EMB. Zudem wurde im Rahmen der EMB auch invasiv die
Hiamodynamik gemessen. Sofern ausreichende Kapazititen und keine expliziten
Ausschlusskriterien (Kontraindikationen (z.B. implantiertes Metall), zu starkes
Ubergewicht oder Ablehnung des Probanden) bestanden, wurde ebenfalls eine kardiale
Magnetresonanztomographie (¢cMRT) durchgefiihrt. Mithilfe dieser Untersuchungen
wurden folgende Parameter erhoben, die zur Bestimmung der kardialen Pumpfunktion

und Quantifizierung einer moglichen HF herangezogen wurden:

- Linksventrikuldre Ejektionsfraktion (LVEF) = prozentualer Anteil des

Schlagvolumens im Vergleich zum enddiastolischen Volumens
- Herzindex (cardiac index, Cl) = Herzzeitvolumen pro Korperoberfliche.

3.2.2.2.3 Probengewinnung

Endomyokardbiopsien

Alle EMBs wurden aus klinischer Indikation, entweder zur Transplantatnachsorge bei
fritherer HTX oder bei HF unklarer Genese zur weiteren Diagnostik, durchgefiihrt. Die
Biopsien wurden unter sterilen Bedingungen in einem der Herzkatheterlabore der
Universititsklinik Diisseldorf, von einem darin geiibten kardiologischen Oberarzt und
unter stetiger Rontgenkontrolle entnommen. Hierfiir wurde zunéchst eine Schleuse in die
Vena femoralis eingelegt, ein Draht und eine weitere Schleuse bis in den rechten Ventrikel
vorgeschoben und schlieBlich eine spezielle Biopsiezange -eingefiihrt. Alle
Myokardbiopsien wurden sodann aus dem intraventrikuldren Septum entnommen. Neben

den klinisch indizierten Proben wurden je nach GroBe der Ausbeute ein bis drei weitere
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Proben zu Studienzwecken entnommen. Alle Proben wurden mittels kleiner Skalpelle von
der Biopsiezange in kleine Reagiergefdfle verbracht. Zu klinischen Zwecken wurden hier
ein mit Formaldehyd und zwei bis drei mit RNAlater® préparierte GefaBe befiillt und zur
weiteren Diagnostik von Histologie, Immunhistochemie und Virologie zum ,Institut
Kardiale Diagnostik und Therapie® nach Berlin gesendet. Die im Rahmen der Studie
entnommenen Proben wurden in einem mit spezieller Biopsie-Priservations-Losung
(biopsy preservation solution, BIOPS) gefiillten Gefdll gesammelt, sofort auf Eis gekiihlt
und schnellstmoglich ins Labor gebracht, um innerhalb von maximal einer Stunde mit

dem Prozess der Respirometrie-Messung (siehe 3.2.4) starten zu konnen.

Herztransplantationen

Unter Verwendung einer Herzlungenmaschine wird bei einer orthotopen HTX das ,,alte*
Herz des Patienten explantiert und ein ,,neues Spenderherz an dieselbe Stelle im Thorax
transplantiert. Im Rahmen der Studie wurden noch im Operationssaal vom explantierten
Herzen linksventrikuldre myokardiale Proben mithilfe von Pinzette, Skalpell und Schere
entnommen. Diese Proben wurden ebenfalls schnellstmdglich in mit BIOPS gefiillte
kleine Reagiergefafle iiberfiihrt, auf Eis gekiihlt und ins Labor verbracht, um innerhalb

von maximal einer Stunde den Prozess der Respirometrie (siehe 3.2.4) zu beginnen.

LVAD-Implantationen

Eine LVAD-Implantation erfolgt operativ unter Verwendung einer Herzlungenmaschine.
Dabei wird im Bereich des Apex des linken Ventrikels ein rundliches Loch ausgestanzt,
iiber das sodann das LVAD fest am Myokard durch Néhte befestigt werden kann. Rahmen
der Studie wurden wie auch bei der HTX noch im Operationssaal von dem ausgestanzten
linksventrikuldr apikalen Myokard Proben mithilfe von Pinzette, Skalpell und Schere
entnommen und schnellstmdglich in mit BIOPS gefiillte kleine Reagiergefdfle tiberfiihrt
und auf Eis gekiihlt. Ebenfalls innerhalb von maximal einer Stunde wurde sodann im

Labor mit dem Prozess der Respirometrie (sieche 3.2.4) begonnen.

3.2.2.3 Ethik

Die Studie mit humanen Probanden wurde von der Ethikkommission der Heinrich-Heine-
Universitédt Diisseldorf mit zwei Ethikvoten am 13.12.2021 (Studiennummer 2021-1635)
und 19.05.2022 (Studiennummer 2022-1962) genehmigt. Alle Untersuchungen wurden

in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki des Weltirztebundes (World
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Medical Association) durchgefiihrt. Alle Probanden wurden vor Studienteilnahme

ausfiihrlich tiber diese informiert und gaben ihre schriftliche Einwilligung.

3.2.3 Murine Individuen

3.2.3.1 Ablauf der Studie

Fiir die tierexperimentellen Untersuchungen wurden 22 ménnliche Mause des Wildtyp
C57BL/6J der Firma Janiver-Labs (Le Genest-Saint-Isle, Frankreich) verwendet. Alle
Maiuse waren 24-Wochen alt. Sie wurden zunédchst eine Woche in der in der zentralen
Einrichtung fiir Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben der Heinrich-
Heine-Universitét Diisseldorf (ZETT) zur Akklimatisierung gehalten. Zur Induktion einer
HF wurde ein bereits etabliertes Modell verwendet, bei dem mittels Ligation des Ramus
interventricularis anterior (left anterior descending artery, LAD) ohne Reperfusion fiir
drei Wochen eine ischimische HF verursacht wird (siehe 3.2.3.1.1) [120, 121]. Dieses
Modell wurde bei 13 der 22 Miuse angewendet, die so die HF-Gruppe bildeten. Die
verbleibenden 9 Méuse ohne HF bildeten die Kontroll-Gruppe. Mit der ungleichen
Aufteilung wurden potenzielle Ausfille im Rahmen des HF-Modells beriicksichtigt. Nach
ca. 3 Wochen wurden schlieflich bei allen 22 Maiusen Blut und Proben des
linksventrikuldren Myokards entnommen (siche 3.2.3.1.2) und das Myokard mittels
Respirometrie untersucht (siche 3.2.4). Alle Miuse hatten stets Zugang zu Wasser und

Futter ad libitum. Der Versuchsablauf ist in Abb. 3 veranschaulicht.

9 Mause
Kontroll-Gruppe — 3 Wochen—¥»| Organentnahme
keine Intervention
22 Mause
mannlich, 24-Wochen alt, ——— 1 Woche

C57BL/6J Wildtyp

Aklimatisierung

13 Méuse
HFrEF-Gruppe — 3 Wochen—¥ Organentnahme
LAD-Ligation
L A J
T g
ZETT CVRL

Abb. 3: Zeitlicher Ablauf der murinen Studie. CVRL: Kardiologisches Forschungslabor
(Cardiovascular Research Laboratory),; HFrEF: Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion; LAD:
Ramus interventricularis anterior (left anterior descending artery); ZETT: Zentrale Einrichtung fiir
Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben.
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3.2.3.1.1 Induktion der Herzinsuffizienz

Wie bereits beschrieben, ist die Ligation des LAD fiir drei Wochen ohne Reperfusion ein
etabliertes Mausmodell zur Induktion einer ischdmischen HF [120, 121]. Die Intervention
wurde in der ZETT von einem erfahrenen wissenschaftlichen Mitarbeiter des
kardiologischen Labors mit erfolgreicher Teilnahme am Versuchstierkundekurs
durchgefiihrt. Wie bereits etabliert, wurde bei den Méiusen nach Anésthesie mittels
intraperitonealer Injektion von Ketamin (100 mg/kg) und Xylazin (10 mg/kg) und nach
Intubation inhalativem 2 Vol.-% Isofluran der LAD ligiert [121]. Der Erfolg der Ligation
wurde mittels ST-Strecken Hebungen im Elektrokardiogramm kontrolliert [121]. Nach
erfolgreicher Operation erhielten die Méuse zur Schmerzreduktion bis zu drei Tage
Buprenorphin (0.1 mg/kg). Bereits in vorherigen Studien konnte eine Reduktion der
LVEF durch die LAD-Ligation sicher nachgewiesen werden [121], sodass in dieser

Studie auf eine Bestimmung der LVEF verzichtet wurde.

3.2.3.1.2 Organentnahme

Nach Verbringung der Tiere von der ZETT ins kardiologische Forschungslabor, wurde
die Organentnahme ebenfalls von einem erfahrenen wissenschaftlichen Mitarbeiter des
kardiologischen Labors mit entsprechender Qualifikation durchgefiihrt. Zunéchst erfolgte
die Anisthesie wie bereits in 3.2.3.1.1 beschrieben. Durch direkte Punktion des Herzens
wurde Blut entnommen und die aktuelle Glukose-Konzentration mittels eines Point-of-
Care Glukosemessgerdtes bestimmt. AnschlieBend erfolgte die Entnahme des linken
Ventrikels und Exzision kleinerer Myokardproben. Diese wurden analog zu den humanen
Proben in mit BIOPS gefiillte kleine Reagiergefdle tiberfiihrt, auf Eis gekiihlt und
innerhalb von maximal einer Stunde der Respirometrie zugefiihrt (siche 3.2.4). Zusitzlich

wurden Myokardproben fiir die spitere Messung der CSA bei -80 °C eingefroren.

3.2.3.2 Ethik

Die tierexperimentellen Untersuchungen mit Méiusen wurden vom Landesamt fiir
Natur-, Umwelt- und Verbraucherschutz genehmigt (LANUV Aktenzeichen:
81-02.04.2022.A185) und in Ubereinstimmung mit dem europdischen Ubereinkommen
zum Schutz von Wirbeltieren, die zu Versuchszwecken und anderen wissenschaftlichen
Zwecken verwendet werden (European Convention for the Protection of Vertebrate
Animals used for Experimental and Other Scientific Purposes, Council of Europe Treaty
Series No. 123) durchgefiihrt. Die Organentnahmen wurden von der ZETT der Heinrich-

Heine-Universitdt Diisseldorf genehmigt (Aktenzeichen: 085-23) und von einem
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erfahrenen  wissenschaftlichen Mitarbeiter des kardiologischen Labors mit

entsprechender Qualifikation vorgenommen.

3.2.4 Hochauflosende Respirometrie an Myokard

3.2.4.1 Probenvorbereitung

Um die Durchfiihrung einer HRR zu ermdglichen, muss eine gesonderte Vorbereitung
und Permeabilisierung der Proben erfolgen, damit die wéihrend SUIT-Protokollen
zugegebenen Substanzen die Mitochondrien erreichen konnen und freie zytosolische
Substanzen ausgewaschen werden [57]. Hierzu wurde Standard-Protokoll entsprechend
[56, 57] und wie bereits in vorherigen Studien an der Heinrich-Heine-Universitit
beschrieben [122] nach der sogenannten Methode der skinned muscle fibers [123]
vorgegangen: Die in BIOPS préservierten Proben wurden zunéchst in eine mit 2,5 ml
BIOPS préparierte Vertiefung einer 6-Well-Zellkulturplatte iiberfithrt und wihrend aller
folgenden Schritte weiterhin auf Eis gekiihlt. Unter Vergréferung mithilfe eines
Mikroskops wurden die Myokard-Proben vorsichtig mit spitzen Pinzetten durch leichtes
Ziehen separiert und ggf. grofere Proben gleichmaBig mit einer Schere in ca. 0,5-1,5 mg
groBBe Stiicke zerteilt, um mindestens zwei Proben eines Individuums zu erhalten.
Anschliefend wurde Saponin in die Vertiefung hinzugegeben, sodass eine Konzentration
von 50 pg/ml erreicht wurde, und die Myokardfasern darin fiir 30 min auf einer Schiittel-
Platte mit ca. 80 Umdrehungen inkubiert. Hierdurch wurde die Plasmamembran durch
thren hohen Cholesterin-Gehalt selektiv permeabilisiert, wihrend die mitochondrialen

Membranen mit geringerem Cholesterin-Gehalt intakt blieben [57, 124].

Nach Permeabilisierung wurden die Proben insgesamt zweimal in die entsprechend
ndchste Vertiefung der 6-Well-Zellkulturplatte iiberfiihrt und dort in Respirations-
Medium (mitochondrial respiration medium OS5, MiRO5) fiir jeweils 10 min ebenfalls
unter stindigen Umdrehungen der Schiittel-Platte gewaschen [122]. Hiernach wurden die
Proben kurz mit Filterpapier abgetrocknet und das Trockengewicht mittels einer

Milligramm-Waage bestimmt.

3.2.4.2 Respirometrie-Protokolle

Als Respirometer zur Durchfiihrung der HRR wurde der Oxygraph® 2k der Firma
OROBOROS® Instruments (Innsbruck, Osterreich) verwendet, der iiber zwei

geschlossene Kammern mit je 2 ml Volumen und je einer Clark-Elektrode zur Erfassung
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der Sauerstoffkonzentration (siehe 1.3.2) verfligt und somit simultan zwei voneinander
unabhingige Messungen ermdglicht. Die Registrierung der Daten erfolgte mit der
zugehorigen Software DatLab derselben Firma. Die Temperatur in den Kammern lag bei
37 °C und die Kammern waren vollstindig mit dem Respirations-Medium MiRO5

gefiillt.

Pro Individuum und Untersuchungszeitpunkt wurden zwei SUIT-Protokolle (siehe 1.3.2)
verwendet [81]: In einer Kammer des Respirometers wurde ein Protokoll mit
konventionellen Substraten angewandt (siehe 3.2.4.2.1). In der zweiten Kammer wurde
mit dem zweiten Teil der Probe(n) gleichzeitig ein Protokoll durchgefiihrt, mit der die
KB-abhéngige Respiration quantifiziert werden kann (siehe 3.2.4.2.2) [81]. So konnte
zum einen eine Vergleichbarkeit der KB-bedingten Respiration mit der maximal
moglichen Kapazitdt der oxidativen Phosphorylierung aus dem konventionellen Protokoll
ermoglicht werden und zum anderen eine Vergleichbarkeit mit friiheren Studien, die
ebenfalls Protokolle mit konventionellen Substraten verwendet haben, hergestellt werden.
In beiden Protokollen wurden nach Zugabe jeder Substanz stabile Messwerte abgewartet,
um danach einen ausreichend groflen Zeitraum mit stabiler Messung auszuwihlen und
aus allen darin erfassten Messwerten den Mittelwert zu bilden. Dieser Mittelwert wurde

dann fiir die weitere Auswertung verwendet.

3.2.4.2.1 Respirometrie-Protokoll mit konventionellen Substraten

Mit dem konventionellen SUIT-Protokoll wurde die OXPHOS Kapazitit fiir die
konventionellen Substrate Fettsduren, NADH-gekoppelte Substrate und Succinat
gemessen. Ebenso wurde die maximale OXPHOS Kapazitit, die maximale LEAK
Respiration und die maximale ETS Kapazitét erfasst. Es beinhaltete die in Tabelle 9
aufgelisteten Substanzen, die in chronologischer Reihenfolge in die Respirometrie-
Kammer gegeben wurden [57, 58, 122]. Nach jeder Zugabe einer Substanz wurde eine
stabile Messung des Ox-Flusses abgewartet, bevor die ndchste Substanz appliziert wurde.
In Abb. 4 ist das Protokoll mit der zugehoérigen Nomenklatur der erfassten

respiratorischen Stadien [58] schematisch dargestellt.

Substanz Konzentration im Resplrat?rlsches Besonderheit
Oxygraphen Stadium
Malat 2 mM - -
Octanoylcarnitin 1 mM [Flo -
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ADP 2,5 mM [Flp -
Glutamat 10 mM [FN]p -
Succinat 10 mM [FNS]p -
Cytochrom C 0,01 mM - -
. ) Mind. 10 min warten bis
Oligomycin 0,0025 mM [FNS]L SbilcM R iung
Titration in 0,2 uM Titration bis keine weitere
Feep Schritten [FNS]e Steigerung des O»-Fluss
Rotenon 0,001 mM i Mln'd. 10 min warten bis
stabile Messung
Antimycin A 0,005 mM ROX Mind. 10 min warten bis
stabile Messung

Tabelle 9: SUIT-Protokoll mit konventionellen Substraten und zugehorige respiratorische Stadien
[58]. ADP: Adenosin-Diphosphat; e: entkoppelte Respiration; ETS: Elektronen-transferierendes System;
FCCP:  Carbonylcyanid-p-trifluormethoxyphenylhydrazon; r:  undichte (leak)  Respiration;
p: phosphorylierende Respiration; ROX: residualer Sauerstoff-Verbrauch.

In dem Protokoll wird zundchst Malat appliziert, um als Substrat des Citrat-Zyklus dessen
Ablauf zu ermoglichen. So kann nach Zugabe der Fettsdure (F) Octanoylcarnitin die
Fettsdure-Oxidation als LEAK Respiration gemessen werden ([F].), da bei Fehlen des
Phosphatakzeptors ADP noch keine Phosphorylierung stattfinden kann. Nach Gabe von
ADP wird nun die phosphorylierende Respiration als OXPHOS Kapazitit unter
Verwendung von Fettsduren erfasst ([F]p). Durch die Applikation der Substrate Glutamat,
das NADH-vermittelt (N) in die Atmungskette eingeschleust wird, ([FN]p) und Succinat
(S, [FNS]p) wird schlieBlich die maximale OXPHOS Kapazitit quantifiziert. Durch die
folgende Zugabe von Cytochrom C ldsst sich die Qualitdt der Permeabilisierung und
Intaktheit der dulleren mitochondrialen Membran testen, wobei bei einer stirkeren

Schadigung die Respiration nach Zugabe deutlich (> 15-20 %) ansteigen wiirde [57, 58].

Oligomycin verhindert durch Hemmung der ATP-Synthase die Phosphorylierung, sodass
nach dessen Zugabe nur noch eine LEAK Respiration stattfinden kann ([FNS]p). Das
Protonophor FCCP entkoppelt die Atmungskette, wodurch die ETS Kapazitdt gemessen
werden kann ([FNS]g). Nach Zugabe des Komplex I-Inhibitors Rotenon und des
Komplex III-Inhibitors Antimycin A kommt die Respiration zum Erliegen und die ROX

wird erfasst.
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Anhand es Protokolls mit konventionellen Substraten wurden ebenfalls die drei bereits in

1.3.2.2 beschriebenen Fluss-Kontroll-Raten gebildet.

Malat Oct ADP Glutamat  Succinat CytC Oligomycin FCCP Rotenon  Antimycin A

T S

[Fl. i [Fle | [FNJo i [FNS]p : | [FNS]. | [FNS]; : : ROX

0,-Fluss

L 1 | Zeit | I |

T | T
LEAK OXPHOS LEAK ETS ROX

Abb. 4: Schematische Darstellung des Respirometrie-Protokolls mit konventionellen Substraten [58].
ADP: Adenosin-Diphosphat; Cyt C: Cytochrom C; E: entkoppelte Respiration; ETS: Elektronen-
transferierendes System; F: Fettsduren; FCCP: Carbonylcyanid-p-trifluormethoxyphenylhydrazon;
L: undichte (leak) Respiration; Oz: Sauerstoff; Oct: Octanoylcarnitin; N: NADH-gekoppelte Substrate;
OXPHOS: oxidative Phosphorylierung; p: phosphorylierende Respiration; ROX: residualer Sauerstoftf-
Verbrauch; S: Succinat. Erstellt mit biorender.com.

3.2.4.2.2 Respirometrie-Protokoll mit Ketonkérpern
Das SUIT-Protokoll zur Quantifizierung der KB-abhingigen Respiration wurde erst
kiirzlich an der Heinrich-Heine-Universitat entwickelt [81] und ist mit den verwendeten

Substanzen in Tabelle 10 aufgefiihrt und schematisch in Abb. 5 veranschaulicht.

Substanz Ko(r;i;zt:;;il:)er;im Resljsi:;(;?lfliZChes Besonderheit

ADP 2,5 mM - -

HBA 5mM [HBA]p

Malat 2 mM [KL]e -

ACA 5mM [KL+ACA]p

Octanoylcarnitin 1 mM [KL+ACA+F]p -

Glutamat 10 mM [KL+ACA+FN]p | -

Succinat 10 mM [KL+ACA+FNS]p | -

Cytochrom C 0,01 mM - -
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. . Mind. 10 min warten bis

Oligomycin 0,0025 mM [KL+ACA+FNS]L SbilcM R iung
Titration in 0,2 pM Titration bis keine weitere
+ .

FCCP Schritten [KL+ACA+ENS]e Steigerung des O»-Fluss

Rotenon 0,001 mM i Mln'd. 10 min warten bis
stabile Messung

Antimycin A 0,005 mM ROX Mind. 10 min warten bis
stabile Messung

Tabelle 10: SUIT-Protokoll mit Ketonkorpern und zugehorige respiratorische Stadien [81].
ACA: Acetoacetat; ADP: Adenosin-Diphosphat; r: entkoppelte Respiration; ETS: Elektronen-
transferierendes  System; FCCP: Carbonylcyanid-p-trifluormethoxyphenylhydrazon; HBA: j-
Hydroxybutyrat; KL: Ketolyse; r: undichte (leak) Respiration; p: phosphorylierende Respiration;
ROX: residualer Sauerstoff-Verbrauch.

Nach Zugabe von ADP als Phosphatakzeptor werden die Ketonkdrper HBA und ACA
appliziert [81]. Da fiir den vollstdndigen Ablauf der Ketolyse der CoA aus dem TCA-
Zyklus benétigt wird (siehe 1.4.2) kann erst nach Applikation von Malat die oxidative
Phosphorylierung unter gesamter Ketolyse gemessen werden [81]. Nach HBA-Gabe wird
somit folglich nur der erste durch BDH1 vermittelte Schritt der Ketolyse (HBA zu ACA)
erfasst. Durch die zusétzliche Gabe von ACA nach Erfassen der Gesamt-Ketolyse wird
sichergestellt, dass die KB-basierte OXPHOS Kapazitit mit gesattigten Konzentrationen
aller KB gemessen wird und nicht BDH1 geschwindigkeitslimitierend die Ergebnisse
vermindert [81]. Somit ergeben sich die respiratorischen Stadien der KB-abhdngigen

Respiration (siche Tabelle 10 und Abb. 5).

Der weitere Verlauf des Protokolls entspricht dem in der anderen Kammer verwendeten
konventionellen SUIT-Protokoll (siehe 3.2.4.2.1). Da bereits gezeigt wurde, dass die
maximal gemessene Respiration im KB-Protokoll nach Zugabe aller konventionellen
Substrate  (Stadium [KL+ACA+FNS]p) signifikant geringer ausfdllt als im
konventionellen Protokoll ohne vorherige Gabe von KB (Stadium [FNS]p) [81], wurde
die maximale phosphorylierende, partiell-gekoppelte Respiration nur mit dem
konventionellen Protokoll ermittelt. In den Ergebnissen sind dementsprechend nur die
Schritte der KB-abhdngigen Respiration des KB-Protokolls aufgefiihrt. Der weitere
Verlauf des KB-Protokolls wurde jedoch verwendet, um, wie in 3.2.4.2.1 beschrieben,
mittels Cytochrom C auf die Intaktheit der duferen Mitochondrienmembran der

verwendeten Proben zu testen.
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ADP HBA Malat ACA Oct Glutamat  Succinat CytC Oligomycin FCCP Rotenon  Antimycin A

e Y P

P [HBAl | [KUe :[KL+*ACAJp: [KL+ACA | [KL+ACA | [KL+ACA : ! [KL+ACA | [KL+ACA : : ROX
; : : i +Flp i +FNJp i +FNS] | {+FNS]L | +FNS i

0,-Fluss

1 | Zeit I |I _'_l |_|_l

T
OXPHOS LEAK ETS ROX

Abb. 5: Schematische Darstellung des Respirometrie-Protokolls mit Ketonkorpern ([81].
ACA: Acetoacetat; ADP: Adenosin-Diphosphat; Cyt C: Cytochrom C; E: entkoppelte Respiration;
ETS: Elektronen-transferierendes System; F: Fettsduren; FCCP: Carbonylcyanid-p-
trifluormethoxyphenylhydrazon; HBA: B-Hydroxybutyrat; KL: Ketolyse; L: undichte (leak) Respiration;
Oa:  Sauerstoff; Oct:  Octanoylcarnitiny N: NADH-gekoppelte Substrate; OXPHOS: oxidative
Phosphorylierung; p: phosphorylierende Respiration; ROX: residualer Sauerstoff-Verbrauch; S: Succinat.
Erstellt mit biorender.com.

Zur Berechnung der relativen Kontribution der KB zur maximal moglichen gekoppelten
oxidativen Phosphorylierung wurde jedes KB-abhdngige Respirationsstadium mit der
maximal gekoppelten Respiration aus dem konventionellen Protokoll verglichen und

somit folgende Verhiltnisse gebildet [81]:
- [HBA]p/[FNS]p
- [KL]#/[FNS]p
- [KL+ACA]p/[FNS]p.

3.2.4.3 Kriterien einer erfolgreichen Respirometrie

Unterschiedliche Faktoren konnen dazu fithren, dass eine Respirometrie-Messung
fehlschldgt und keine validen Ergebnisse liefert. Insbesondere relevant ist hierbei die
Qualitit der verwendeten Probe [125]. Die Probe kann beispielsweise ein zu geringes
Probengewicht, einem zu hohen Fett-Anteil oder eine zu starke Permeabilisierung und
Schiadigung der mitochondrialen Membran aufweisen. Folgende Kriterien wurden daher
auf die verwendeten Protokolle in beiden Studien angewandt, um eine Messung als

erfolgreich zu werten:
- Gesamt-Gewicht der Probe(n) > 0,4 mg

- Anstieg der Respiration nach Cytochrom C-Gabe < 20 %
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- Anstieg der Respiration nach Succinat-Gabe

- Anstieg der Respiration nach ADP-Gabe (nur im konventionellen Protokoll)
- Respiration nach HBA-Gabe > 0 pmol O> mg™! s (nur im KB-Protokoll)

- Anstieg der Respiration nach Malat-Gabe (nur im KB-Protokoll)

- Hohere Respiration nach Succinat-Gabe als nach ACA-Gabe (nur im KB-
Protokoll).

Zudem wurden in beiden Studien teils unterschiedliche Kriterien angewandt. Aufgrund
des groferen moglichen Proben-Volumens des in der HTX- und LVAD-Gruppe
entnommenen Myokard konnten in der HFrEF-Studie teils strengere Grenzwerte

verwendet werden, welche im Folgenden aufgelistet sind:

- Respiration nach Succinat-Gabe > 40 pmol O, mg! s! (nur im konventionellen

Protokoll)
- Respiration nach Succinat-Gabe > 30 pmol O, mg™! s! (nur im KB-Protokoll)
- Respiration nach Malat-Gabe > 20 pmol O> mg™! s*! (nur im KB-Protokoll).

Da die Kohorten der T2D-Studie ausschlielich aus Probanden der Post-HTX Gruppe
ausgemacht werden konnten und die Proben in dieser Gruppe durch Entnahme mittels
Biopsie teils eine eingeschrianktere Grofle aufwiesen, wurden hier die folgenden, etwas

liberaleren zusétzlichen Kriterien verwendet:

- Respiration nach Succinat-Gabe > 20 pmol O, mg™! s! (nur im konventionellen

Protokoll)
- Respiration nach Succinat-Gabe > 10 pmol O, mg™! s! (nur im KB-Protokoll)

- Respiration nach Malat-Gabe > 5 pmol O, mg! s*! (nur im KB-Protokoll).

3.2.5 Messung der Citrat-Synthase Aktivitat

Zur Bestimmung der mitochondriale Dichte einer Probe wurde die auf den Proteingehalt
normalisierte Messung der CSA verwendet (siche 1.3.3). Da die Menge an
Probenmaterial in den humanen Gruppen aus technischen und ethischen Griinden limitiert

war, konnte die Messung der CSA nur in den murinen Gruppen erfolgen. Hierfiir wurden
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bei -80 °C gelagerte Myokardproben verwendet. Die Messung erfolgte mit dem Citrate
Synthase Assay Kit der Firma Sigma-Aldrich® und nach den offiziellen

Produktinformationen.

Zundchst wurden die Proben gewogen und mit 100 ul Homogenisierungspuffer
(bestehend aus CelLytic MT Cell Lysis Reagent und Protease Inhibitor Cocktail) pro mg
Probengewicht gemischt. In diesem Gemisch wurden die Proben mechanisch mittels
Schwingmiihle fiir dreimal eine Minute homogenisiert. Nach Zentrifugation fiir 10 min

bei 16.000 G wurde der Uberstand zur Messung abpipettiert.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte photometrisch bei 750 nm mit einem
Mikroplatten-Lesegerdt und durch Vergleich mit einer Standard-Verdiinnungsreihe von
bovinem Serumalbumin. Hierfiir wurden die Proben auf eine 96-Well-Mikroplatte
pipettiert und mit Protein Assay Reagenz A und B vermischt. Nach Inkubation fiir 15 min

erfolgte die photometrische Messung.

Vor Durchfiihrung des Assays zur CSA-Messung wurde die Proben auf 0,125 pl Protein
pro ul verdiinnt. Die Messung wurde mithilfe des Assay-Kit nach Herstellerangaben und
mit Positivkontrollen durchgefiihrt. Nach Zugabe von Acetyl-CoA und 5,5’-Dithiobis-2-
nitrobenzoesdure (DTNB) erfolgte zunichst eine Messung der endogenen CSA als
Baseline. Danach wurde nach Zugabe von Oxalacetat erneut einmal pro Minute fiir
10 min die Absorption bei 412 nm gemessen. Pro Probe wurden je zwei gleichzeitige

Messungen durchgefiihrt.

Wie in 1.3.3 beschrieben, wurde die CSA als Rate der Anderung der Absorption pro Zeit
berechnet. Fiir die Auswertung der gemessenen CSA, bzw. der Rate der Anderung der
photometrischen Messung, wurde das Bestimmtheitsmall (R?) fiir die Streuung der
einzelnen Messpunkte iiber den Zeitraum der 10 min berechnet. Um fiir moglichst viele
der Messungen ein R?2 moglichst nahe 1,0 zu erzielen, wurden innerhalb des 10-miniitigen
Messzeitraumes die fiinf Messpunkte von Minute 3 bis einschlieflich 7 ausgewéhlt.
Messungen mit einem R?<0,95 wurden exkludiert. So konnte pro Individuum
mindestens eine der doppelten Messung ausgewertet werden oder der Mittelwert gebildet
werden. Schlussendlich wurde die CSA auf den Proteingehalt der Proben normiert und so

fiir weitere Vergleiche zwischen den Gruppen verwendet.
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3.2.6 Messung der Ketonkorper-Konzentrationen im Serum

Zur Messung der Konzentrationen von zirkulierenden KB wurde bei -80 °C konserviertes
Serum verwendet, welches zum Zeitpunkt der Myokardproben-Entnahme abgenommen
und innerhalb von 90 min eingefroren worden war (siehe 3.2.2.2.1). Das gefrorene Serum
wurde zunéchst iiber einen Zeitraum von mehreren Stunden langsam auf Eis aufgetaut.
Nach vollstindigem Auftauen wurden die einzelnen Proben durch mehrmaliges
manuelles Invertieren gemischt. Die Bestimmung der KB-Konzentrationen erfolgte dann
durch ein Point-of-Care Ketonmeter. Hierzu wurde das Gerdt zunidchst mittels
Kontrolllosungen kalibriert und sodann fiir jede Probe das Serum einem entsprechenden

Teststreifen mithilfe einer Pipette zugefiihrt.

Durch das Point-of-Care Ketonmeter wurde ausschlieBlich die Konzentration von HBA
gemessen. Als den iiberwiegenden Teil der zirkulierenden ausmachender KB (siche
1.4.1), wurde die Konzentration an HBA als fiir alle zirkulierenden KB ausreichend

reprisentativ erachtet.

3.2.7 Statistische Analysen

3.2.7.1 Selektion und Einteilung der humanen Kohorten der HF-Studie

Im Zeitraum der HF-Studie von Februar 2024 bis einschlieBlich Dezember 2025 wurden
zu insgesamt 114 Zeitpunkten Untersuchungen mittels HRR durchgefiihrt, wobei teils
auch einzelne Probanden mehrfach untersucht wurden. Alle Untersuchungszeitpunkte

(Visits) wurden in eine der folgenden zwei Kohorten eingeteilt:

- HFrEF-Kohorte, bestehend aus den Untersuchungszeitpunkten HTX wegen
HFrEF im Endstadium (HTX Vitis), LVAD-Implantation wegen HFrEF im
Endstadium (LVAD Visits) oder EMB zur HFrEF Diagnostik (HF EMB Visits)

- Kontroll-Kohorte, bestehend aus den Untersuchungszeitpunkten EMB post-HTX,
ohne Zeichen einer aktuellen HF (Post-HTX Visits).

Im Folgenden wurden alle Untersuchungszeitpunkte ausgeschlossen, bei denen nicht
geniigend Probenmaterial fiir die Durchfiihrung beider HRR-Protokoll gewonnen werden
konnte, die Durchfiihrung mindestens eines der Protokolle nicht als erfolgreich gewertet
werden konnte (siehe 3.2.4.3) oder es sich um einen doppelten Untersuchungszeitpunkt

innerhalb einer Kohorte handelte (siche Abb. 6). Mehrfache Untersuchungszeitpunkte
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eines Probanden waren dementsprechend weiterhin moglich, sofern beide Zeitpunkte

jeweils unterschiedlichen Kohorten zugeordnet waren.

Ausschluss Visits:
nicht gentigend Material oder
nicht erfolgreiche Respirometrie

Einschluss Visits pro Kohorte:
nur Erster in Kontrolle-Kohorte
nur Letzter in HFrEF-Kohorte

Ausschluss Visits:
LVEF > 40%
in der HFrEF-Kohorte

480 Visits
321 159
Post-HTX EMB Visits HF EMB / HTX / LVAD Visits
\ 4 v
63 70
Post-HTX EMB Visits HF EMB / HTX / LVAD Visits
\ 4 \ 4
55 57
Post-HTX EMB Visits HF EMB / HTX / LVAD Visits
\ 4 \ 4
55 56
Post-HTX EMB Visits HF EMB / HTX / LVAD Visits
h 4 \ 4
55 55
Post-HTX EMB Visits HF EMB / HTX / LVAD Visits
L I J L I
Kontroll-Kohorte HFrEF-Kohorte
n=55 n=55

Ausschluss Visits:
Adipositas per magna

(BMI > 60 kg/m?)

Abb. 6: Selektion der Untersuchungszeitpunkte und Einteilung der humanen Kohorten der
Herzinsuffizienz-Studie. BMI: Body-Mass-Index; EMB: Endomyokardbiopsie; HFrEF: Herzinsuffizienz
mit reduzierter Ejektionsfraktion; HTX: Herztransplantation; LVEF: linksventrikulére Ejektionsfraktion
Visit: Untersuchungszeitpunkt.

3.2.7.2 Selektion und Einteilung der murinen Gruppen der HI-Studie

Die 22 Miuse wurden je nach Intervention (siehe 3.2.3.1.1) in eine der folgenden zwei

Gruppen eingeteilt:
- HFrEF-Gruppe, bestehend aus allen Méusen mit LAD-Ligation
- Kontroll-Gruppe, bestehend aus allen Méuse ohne Intervention.

Alle durchgefiihrten Interventionen der LAD-Ligation verliefen erfolgreich. Identisch zu
der Selektion der humanen Probanden, wurden daher nur Individuen exkludiert, deren
Proben in der Untersuchung in mindestens einem Respirometrie-Protokoll keine als

erfolgreich zu wertende Ergebnisse (siehe 3.2.4.3) lieferten (siche Abb. 7).
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22 Mause

v v

9 Méuse 13 Méause
ohne Intervention mit LAD-Ligation
o Ausschluss Mause:
v v " |Komplikationen bei LAD-Ligation
9 Méause 13 Méause
ohne Intervention mit LAD-Ligation
o Ausschluss Mause:
v v " | nicht erfolgreiche Respirometrie
8 Méause 8 Méause
ohne Intervention mit LAD-Ligation
L I J L I J
Kontroll-Gruppe HFrEF-Gruppe
n=28 n=8

Abb. 7: Selektion der Miuse und Einteilung der murinen Gruppen der Herzinsuffizienz-Studie.
HFrEF: Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion; LAD: Ramus interventricularis anterior (left
anterior descending artery).

3.2.7.3 Selektion und Einteilung der humanen Kohorten der T2D-Studie

In die T2D-Studie wurden ausschlieBlich Probanden eingeschlossen, die keine HF
aufwiesen und eine EMB im Rahmen der routineméBigen Transplantatnachsorge
erhielten (Post-HTX Gruppe). Im Zeitraum der Studie von Mérz 2023 bis einschlieBlich
Oktober 2024 wurden 231 Untersuchungszeitpunkte (Visits) der Post-HTX Gruppe
erfasst, wobei Probanden teils mehrfach innerhalb dieses Zeitraumes untersucht wurden.
Aufgrund der unterschiedlichen Atiologie wurden Probanden mit T1D aus der Analyse
ausgeschlossen. Fiir eine bessere Vergleichbarkeit der beiden Kohorten wurden nur
Probanden mit einem Alter zwischen 40 und 70 Jahren zum Zeitpunkt der Untersuchung
eingeschlossen. Alle Untersuchungszeitpunkte, bei denen nicht geniigend Material fiir die
Durchfiihrung beider HRR-Protokolle gesammelt werden konnte, mindestens eines der
beiden durchgefiihrten Protokolle nicht als erfolgreich gewertet werden konnte (sieche
3.2.4.3) oder es sich nicht um den letzten Untersuchungszeitpunkt eines Probanden
handelte, wurden exkludiert. Alle verbleibenden Untersuchungszeitpunkte wurden dann

in T2D und Kontrollen eingeteilt (siche Abb. 8).
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Ein T2D wurde bei Zutreffen mindestens eines der folgenden Kriterien diagnostiziert:
- HbAlc = 6,5 %

- Vorhandensein von spezifischer anti-hyperglykdmischer Medikation (Insulin,

Metformin, Sulfonylharnstoff, DPP4-Inhibitor oder Glitazon).

231
Post-HTX EMB Visits

Einschluss Visits:
Probanden-Alter
v =40 und < 70 Jahre

189
Post-HTX EMB Visits

\ 4

Ausschluss Visits:
Probanden mit T1D

\ 4

A 4

179
Post-HTX EMB Visits

Ausschluss Visits:
nicht gentigend Material fir
\ 4 beide Respirometrie Protokolle

108
Post-HTX EMB Visits

A 4

_ Ausschluss Visits:
nicht erfolgreiche Respirometrie

A 4

60
Post-HTX EMB Visits
Einschluss:
> nur letzter Visit eines
\ 4 Probanden

57
Post-HTX EMB Visits

v v

35 22
nicht-DM Visits T2D Visits
L I ) L I J
Kontroll-Kohorte T2D-Kohorte
n =35 n=22

Abb. 8: Selektion der Untersuchungszeitpunkte und Einteilung der humanen Kohorten der T2D-
Studie. DM: Diabetes mellitus; EMB: Endomyokardbiopsie; HTX: Herztransplantation; T1D: Diabetes
mellitus Typ 1; T2D: Diabetes mellitus Typ 2; Visit: Untersuchungszeitpunkt.

3.2.7.4 Statistische Tests

Alle statistischen Tests wurden mit der GraphPad Prism® Software durchgefiihrt. Ebenso

wurden hiermit die Abbildungen der Ergebnisse als Graphen erstellt.

Bei den humanen und murinen Charakteristika wurden sowohl binére als auch metrische

Variablen erfasst. Deskriptiv wurde fiir alle bindren Charakteristika neben der absoluten
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Haufigkeit eines Merkmals auch die relative Haufigkeit in Prozent berechnet. Fiir die
Abschitzung der Unterschiede zwischen den Gruppen wurde der exakte Test nach Fisher
(Fisher's exact test) verwendet. Bei kontinuierlichen Variablen wurden Median und
Quartile errechnet und die Unterschiede zwischen den Gruppen mittels multipler Mann—

Whitney-U-Tests beurteilt.

Die Ergebnisse der Respirometrie-Messung, Messung der CSA und Messung der KB-
Konzentrationen wurden deskriptiv als Mittelwert mit Standardfehler des Mittelwerts
(SEM) abgebildet. Bei Vergleichen von nur einem Ergebnis zwischen zwei Gruppen
innerhalb einer Analyse wurde zunichst mittels Shapiro-Wilk-Test und Quantil-Quantil-
Diagramm auf eine mdgliche Normalverteilung gepriift. Je nach wahrscheinlicher
Verteilung wurde entweder der Mann-Whitney-U-Test verwendet oder ein F-Test zum
Vergleich der Varianzen durchgefiihrt und dann entweder der zweiseitige, unabhéngige t-
Test oder bei signifikant unterschiedlichen Varianzen der Welch‘s t-Test benutzt. Die
Unterschiede zwischen den Gruppen bei gleichzeitigem Vergleich von mehreren
Ergebnissen wurden mittels zweifaktoriellem ANOVA mit wiederholten Messungen oder
gemischtem Modell mit wiederholten Messungen (repeated measures mixed-effects
model) getestet. Gleichzeitig wurde stets fiir die Falscherkennungsrate (False Discovery
Rate, FDR) mit der Benjamini-Krieger-Yekutieli Methode korrigiert [126]. Adjustierte
Analysen wurden mittels linearer Regression mit der Methode der kleinsten Quadrate
(least squares method) durchgefiihrt. Korrelationsanalysen wurden mit Spearman

Korrelationen durchgefiihrt und der Rangkorrelationskoeffizient ,,r* angegeben.

Als statistisch signifikant wurden Testergebnisse mit einem p < 0,05, bzw. q < 0,05,
gewertet. Alle p-Werte wurden in Text, Tabellen oder Abbildungen auf drei Nachkomma
stellen gerundet angegeben. Wurde bei einem Test fiir die Falscherkennungsrate
kontrolliert, so wurde bei einem signifikanten q-Wert der entsprechende p-Wert zusétzlich
mit einem Sternchen (,,**) gekennzeichnet und somit als unter Kontrolle der

Falscherkennungsrate signifikant gewertet.
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4 Ergebnisse
4.1 Ergebnisse der Herzinsuffizienz-Studie

4.1.1 Humane Kohorten

4.1.1.1 Charakteristika der humanen Kohorten

Die Charakteristika der humanen Kohorten der HFrEF-Studie zum Zeitpunkt der
respirometrischen Untersuchung sind in Tabelle 11 aufgefiihrt. Beide Kohorten glichen
sich in den demographischen Parametern Alter, Geschlecht und BMI. Sie unterschieden
sich signifikant in der kardialen Funktion, gemessen an LVEF und Herzindex, und im

gemessenen n-terminalen pro-Brain natriuretischen Peptid. Wie erwartbar zeigten sich

auch Unterschiede in der aktuellen Medikation mit hdufigerer Einnahme von HFrEF-

Medikation (SGLT2-Inhibitoren,

Betablockern, Angiotensin-Rezeptor-Neprilysin-

Inhibitoren und Mineralokortikoid-Rezeptor-Antagonisten), Diuretika und Amiodaron in

der HFrEF-Kohorte und hédufigerer Einnahme von Protonenpumpen-Inhibitoren,

Calcium-Kanal-Antagonisten,

Angiotensin-II-Rezeptorblockern,  Acetylsalicylséure,

Statinen und immunsuppressiver Therapie in der Kontroll-Kohorte.

Parameter Kontroll-Kohorte HFrEF -Kohorte p-Wert
Anzahl der Probanden 55 55
Demografie
Alter (Jahre) 58,64 [52,99; 64,56] 58,13 [51,59; 61,67] 0,425
Geschlecht (ménnlich) 38 (69,1 %) 38 (69,1 %) >0,999
BMI (kg/m?) 24,90 [21,30; 28,31] 25,86 [24,14; 29,37] 0,117
Kardiale Funktion
LVEEF (%) 61,00 [58,00; 64,00] 23,00 [20,00; 29,00] <0,001
Herzindex (I/min/m?) 2,98 [2,42; 3,55] 1,96 [1,64; 2,42] <0,001
Vorerkrankungen
Type 1 Diabetes 0 (0 %) 0 (0 %) >0,999
Type 2 Diabetes 12 (21,8 %) 11 (20 %) >0,999
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Arterielle Hypertonie 24 (43,6 %) 17 (30,9 %) 0,237
Vorhofflimmern 2 (3,6 %) 13 (23,6 %) 0,004
COPD 59,1 %) 4 (7,3 %) >0,999
Dialysepflichtigkeit 9 (16,4 %) 59,1 %) 0,392
Medikation

Insulin 7 (12,7 %) 59,1 %) 0,761
Metformin 59,1 %) 8 (14 %) 0,558
SGLT2 Inhibitor 13 (23,6 %) 33 (60 %) <0,001
Sulfonylharnstoff 0 (0 %) 0 (0 %) >0,999
GLP1-Analogon 1 (1,8 %) 4(7,3 %) 0,363
DPP4-Inhibitor 3 (5,5 %) 23,6 %) >0,999
Acetylsalicylsiure 45 (81,8 %) 19 (34,6 %) <0,001
ACE Inhibitor 10 (18,2 %) 6 (10,9 %) 0,418
ARB 12 (21,8 %) 3(5,5%) 0,024
ARNI 1(1,8 %) 25 (45,5 %) <0,001
Calciumkanal-Antagonist 23 (41,8 %) 6 (10,9 %) <0,001
Betablocker 15 (27,3 %) 36 (65,5 %) <0,001
Amiodaron 2 (3,6 %) 14 (25,5 %) 0,002
MRA 23,6 %) 32 (58,2 %) <0,001
Diuretika 31 (56,4 %) 42 (76,4 %) 0,043
PDE-5-Inhibitor 12 (21,8 %) 17 (30,9 %) 0,387
Protonenpumpen-Inhibitor 48 (87,3 %) 33 (60 %) 0,002
L-Thyroxin 24 (43,6 %) 20 (36,4 %) 0,560
Thyreostatikum 2 (3,6 %) 1 (1,8 %) >0,999
Statin 48 (87,3 %) 33 (60 %) 0,002
Glukokortikoide 53 (96,4 %) 15 (27,3 %) <0,001
Calcineurin-Inhibitor 54 (98,2 %) 8 (14,6 %) <0,001
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mTOR-Inhibitor 29 (52,7 %) 2 (3,6 %) <0,001
IMPDH-Inhibitor 25 (45,5 %) 6 (10,9 %) <0,001
Laborparameter

NT-proBNP (ng/l) 645 [302; 1895] 2241 [664; 4417] 0,003
Leukozyten (/pl) 6500 [4800; 8875] 8400 [6150; 10625] 0,009
Erythrozyten (*1000/ul) 4,06 [3,57; 4,76] 4,06 [3,29; 4,62] 0,396
Hamoglobin (g/dl) 11,60 [10,50; 12,40] 11,10 [10,15; 13,15] 0,714
Héamatokrit (%) 37,25 [33,16; 40,25] 35,80 [31,20; 41,55] 0,524
Thrombozyten (*1000/ul) 193,50 [150,50; 227,00] | 208,00 [149,00; 262,50] | 0,248
Natrium (mmol/l) 141,00 [139,00; 142,00] | 139,00 [137,00; 141,00] | 0,055
Kalium (mmol/l) 4,10 [3,80; 4,60] 4,40 [4,00; 4,74] 0,157
CRP (mg/dl) 0,30 [0,10; 0,50] 0,40 [0,10; 1,79] 0,083
TSH (mU/1) 0,98 [0,53; 1,69] 2,33 [1,71; 4,13] <0,001
fT4 (pmol/l) 13,90 [12,70; 15,60] 15,40 [1,95; 17,93] 0,614
HbA . (%) 5,80 [5,30; 6,30] 5,70 [5,18; 6,23] 0,477
Triglyceride (mg/dl) 132,00 [97,00; 175,00] 105,50 [69,25; 141,75] 0,050
Gesamtcholesterin (mg/dl) | 143,00 [123,00; 194,00] | 136,00 [114,00; 179,00] | 0,548
LDL-Cholesterin (mg/dl) 76,00 [57,00; 108,00] 72,00 [49,50; 116,50] 0,847
HDL-Cholesterin (mg/dl) 52,00 [43,00; 59,00] 45,00 [36,00; 60,50] 0,304
LDH (mg/dl) 213,50 [175,75; 254,50] | 244,00 [207,00; 407,00] | 0,002
Kreatinkinase (mg/dl) 51,00 [31,00; 84,00] 58,00 [38,00; 119,50] 0,149
AST (UN) 24,50 [17,00; 29,00] 33,00 [24,00; 62,50] <0,001
ALT (U/D) 21,90 [16,00; 34,25] 33,00 [21,00; 46,00] 0,001
y-GT (U/1) 38,00 [23,00; 99,75] 48,00 [25,75; 118,75] 0,327
AP (U/D) 80,50 [62,75; 108,50] 80,00 [67,75; 101,00] 0,820
Kreatinin (mg/dl) 1,34 [1,04; 2,02] 1,20 [0,98; 1,51] 0,106
Harnstoff (mg/dl) 45,00 [36,00; 63,00] 45,50 [32,00; 67,75] 0,819
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Harnséure (mg/dl) 6,25 [4,75; 7,65] 5,10 [4,30; 6,20] 0,030

Tabelle 11: Charakteristika der humanen Kohorten der HFrEF-Studie. Fiir kontinuierliche Variablen:
Angabe von Median [25% Quartil; 75% Quartil], Berechnung der p-Werte mittels Mann—Whitney-U-Tests.
Fiir binédre Variablen: Angabe von Anzahl (prozentualer Anteil an Anzahl der Probanden), Berechnung der
p-Werte mittels exaktem Test nach Fisher. ALT: Alanin-Aminotransferase; AP; Alkalische Phosphatase;
ARB: Angiotensin-II-Rezeptorblocker; ARNI: Angiotensin-Rezeptor-Neprilysin-Inhibitor; AST: Aspartat-
Aminotransferase; BMI: Body-Mass-Index; COPD: Chronisch obstruktive Lungenerkrankung; CRP: C-
reaktives Protein; fT4: freies Thyroxin; y-GT: Gamma-Glutamyltransferase; HbAi.: Hdmoglobin Aic;
HDL: High Density Lipoprotein; HFrEF; Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion; IMPDH:
Inosinmonophosphat-Dehydrogenasen; LDH: Laktatdehydrogenase; LDL: Low Density Lipoprotein;
LVEF:  Linksventrikuldre  Ejektionsfraktion, = MRA:  Mineralokortikoid-Rezeptor-Antagonist;
mTOR: mechanistic target of Rapamycin; NT-proBNP: n-terminales pro-Brain natriuretisches Peptid;
PCT: Procalcitonin; PDE-5: Phosphodiesterase-5; SGLT2: Natrium-Glukose-Cotransporter — 2;
TSH: Thyreoidea-stimulierendes Hormon.

4.1.1.2 Respirometrie in den humanen Kohorten

Zunichst sollen die mit dem Protokoll mit konventionellen Substraten gemessenen
myokardialen oxidativen Kapazititen verglichen werden (siche Abb. 9 A). Hier zeigte
sich eine signifikant geringere OXPHOS Kapazitit fiir alle verwendeten Substrate
(Respirationsstadien [F]p, [FN]p und [FNS]p) in der HFrEF-Kohorte. Ebenso waren die
mit Fettsdure-Oxidation ([F]r) und mit allen Substraten ([FNS].) gemessenen LEAK
Respirationen und die ETS Kapazitit ((FNS]g) in den insuffizienten Herzen signifikant

erniedrigt.

Im Protokoll zur Quantifizierung der KB-abhéngigen Respiration prisentierten sich beide
Kohorten mit statistisch vergleichbaren absoluten Werten (siche Abb. 9 B). Zwar stellte
sich die Respiration unter gesamter Ketolyse ([KL]p) mit einer Tendenz zu geringeren
Werten in der HFrEF-Kohorte dar, dieser Unterschied erreichte jedoch keine statistische
Signifikanz.

Demgegeniiber wurde bei der Berechnung der relativen Kontribution der KB zur
maximalen OXPHOS Kapazitit jedoch ein signifikant hoherer Anteil der KB an der
Gesamtrespiration in insuffizienten Herzen ersichtlich (siehe Abb. 9 C). Dies traf auf alle

gebildeten Vergleiche zu ((HBA]p/[FNS]p, [KL]p/[FNS]p und [KL+ACA]p/[FNS]p).

Wihrend sich die Respiration in der Kontroll-Kohorte nach der weiteren Zugabe von
ACA bei bereits vollstindig ablaufender Ketolyse im Mittel um -5,38 pmol O2/mg/min
verringerte, fiel die Reduktion in der HFrEF-Kohorte mit einer mittleren Differenz von
-3,35 pmol O2/mg/min geringer aus (siche Abb. 9 D). Dieser tendenzielle Unterschied

erreichte jedoch keine statistische Signifikanz.
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Abb. 9: Respirometrie der humanen Kohorten der HFrEF-Studie. A HRR-Protokoll mit
konventionellen Substraten. B HRR-Protokoll mit Ketonkdrpern. C Relativer Anteil der Ketonkdrper an
der maximal gemessenen gekoppelten oxidativen Phosphorylierung. D Effekt der Zugabe von ACA im
Ketonkdrper Protokoll. Kontrollen n=55 vs. HFrEF n=55. Dargestellt ist Mittelwert + SEM. A-C:
Zweifaktorieller ANOVA oder gemischtes Modell mit wiederholten Messungen und Korrektur fiir die
Falscherkennungsrate (FDR) nach Benjamini-Krieger-Yekutieli. D: Mann—Whitney-U-Test. Angabe aller
p-Werte, bei Korrektur fiir die FDR zusétzliche Markierung mit Sternchen (*) bei g<0,05.
ACA: Acetoacetat; E: entkoppelte Respiration; F: Fettsduren; HBA: B-Hydroxybutyrat;
HFrEF: Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion; JOz: Sauerstoff-Fluss pro Masse;
KB: Ketonkorper; KL: Ketolyse; r: undichte (leak) Respiration; N: NADH-vermittelte Substrate;
p: phosphorylierende Respiration; S: Succinat.

Um den mdglichen Einfluss von SGLT2-Inhibitoren und eine mogliche Beeinflussung
der Ergebnisse durch Storvariablen zu untersuchen, wurden zudem Sensitivititsanalysen
durchgefiihrt. Hierfiir wurden Teilgruppen von Probanden ohne die Einnahme von
SGLT2-Inhibitoren gebildet (n=42 Kontrollen vs. 22 HFrEF) und die gemessene
Respiration erneut verglichen. Es zeigten sich dabei mit der Gesamt-Analyse
vergleichbare Ergebnisse (siche Abb. 10). Lediglich in der Differenz der Respiration nach
Zugabe von ACA wurden anders als in der Gesamt-Analyse keine tendenziellen
Unterschiede ersichtlich (siehe Abb. 10 D). Zum Ausschluss von einer Beeinflussung der
Ergebnisse durch Alter, BMI oder Einnahme von SLGT2-Inhibitoren wurden die
Respirometrie-Ergebnisse fiir diese Parameter adjustiert (siche Tabelle 12). Hierbei
bildeten sich fiir die in der nicht-adjustierten Gesamtanalyse beobachteten Unterschiede

weiterhin signifikante p-Werte ab. Nur die Differenz der Respiration nach Zugabe von
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ACA stellte sich nach Adjustierung wie auch schon in der Analyse der Teilgruppen ohne

SGLT2-Inhibitoren als nicht mehr statistisch tendenziell unterschiedlich dar.
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Abb. 10: Respirometrie in humanen Kohorten der HFrEF-Studie ohne SGLT2-Inhibitoren. A HRR-
Protokoll mit konventionellen Substraten. B HRR-Protokoll mit Ketonkorpern. C Relativer Anteil der
Ketonkdrper an der maximal gemessenen gekoppelten oxidativen Phosphorylierung. D Effekt der Zugabe
von ACA im Ketonkorper Protokoll. Kontrollen n=42 vs. HFrEF n=22. Dargestellt ist Mittelwert + SEM.
A-C Zweifaktorieller ANOVA oder gemischtes Modell mit wiederholten Messungen und Korrektur fiir die
Falscherkennungsrate (FDR) nach Benjamini-Krieger-Yekutieli. D: Mann—Whitney-U-Test. Angabe aller
p-Werte, bei Korrektur fiir die FDR zusétzliche Markierung mit Sternchen (*) bei g<0,05.
ACA: Acetoacetat; E: entkoppelte Respiration; F: Fettsduren; HBA: B-Hydroxybutyrat;
HFrEF: Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion; JOa2: Sauerstoff-Fluss pro Masse; KB:
Ketonkdrper; KL: Ketolyse; r: undichte (leak) Respiration; N: NADH-vermittelte Substrate; p:
phosphorylierende Respiration; S: Succinat. SGLT2i: Natrium-Glukose-Cotransporter 2-Inhibitoren.
Symbole tibernommen von biorender.com.

Respiratorisches p-Wert p-Wert adjustiert fiir
Stadium nicht adjustiert Alter + BMI + SGLT2i Therapie

[Fl 0,001 0,001

[Flp <0,001 <0,001
[FN]e <0,001 <0,001
[FNS]e <0,001 <0,001
[FNS]L 0,002 0,003
[FNS]e <0,001 0,002
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[HBAJ» 0,647 0,115
[KL]e 0,023 0,042
[KL+ACA]Jp 0,238 0,209
[HBA]»/[FNS]p 0,065 0,006
[KL]#/[FNS]p 0,039 0,048
[KL+ACA]p/[FNS]p 0,007 0,023
A [KL+ACAJp - [KL]p 0,065 0,232

Tabelle 12: Fiir Alter, BMI und SGLT2-Inhibitor Therapie adjustierte p-Werte der Ergebnisse der
humanen Kohorten der HFrEF-Studie. Berechnung der adjustierten p-Werte mittels multipler linearer
Regression mit der Methode der kleinsten Quadrate (least squares method). ACA: Acetoacetat; BMI: Body-
Mass-Index; &: entkoppelte Respiration; F: Fettsduren; HBA: B-Hydroxybutyrat; JO2: Sauerstoff-Fluss pro
Masse; KB: Ketonkorper; KL: Ketolyse; L: undichte (leak) Respiration; N: NADH-vermittelte Substrate;
p: phosphorylierende Respiration; S: Succinat; SGLT2i: Natrium-Glukose-Cotransporter 2-Inhibitoren.

Mit Blick auf die berechneten Fluss-Kontroll-Raten waren sowohl die
Kopplungseffizienz der Atmungskette (RCR, siche Abb. 11 A) als auch der Grad der
Entkopplung (LCR, siehe Abb. 11 B) zwischen beiden Kohorten vergleichbar. Das
P/E Verhiltnis als Parameter fiir den Grad der Limitation der maximal mdglichen
Respiration durch die ATP-Synthase zeigte die Tendenz, in der HFrEF-Kohorte geringer

zu sein (siehe Abb. 11 C), entsprechend einer stirkeren Limitation.
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Abb. 11: Fluss-Kontroll-Raten (Flux control ratios, FCR) der humanen Kohorten der HFrEF-Studie.
A RCR: Respiratory Control Ratio. B LCR: Leak Control Ratio. C P/E Verhéltnis. Dargestellt ist Mittelwert
+ SEM. Mann-Whitney-U Tests. HFrEF: Herzinsuffizienz mit reduzierter Pumpfunktion.

4.1.1.3 Konzentrationen der zirkulierenden Ketonkorper

Zur Einordnung der myokardialen Respirometrie in einen systemischen Kontext und die
Verfligbarkeit an Ketonkorpern als Substrate erfolgte zudem der Vergleich der
Konzentrationen an zirkulierendem HBA. Insgesamt konnten hier 74 Probanden
gegeniibergestellt werden (n=51 Kontrollen vs. 22 HFrEF). Es zeigte sich eine signifikant
hohere HBA-Konzentration in der HFrEF-Kohorte (siche Abb. 12).
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Abb. 12: Serum B-Hydroxybutyrat (HBA) Konzentrationen der humanen Kohorten der HFrEF-
Studie. Kontrollen n=51 vs. HFrEF n=22. Dargestellt ist Mittelwert + SEM. Mann-Whitney-U Test.
HFrEF: Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion.

4.1.1.4 Assoziation von zirkulierenden Ketonkorpern und Respirometrie

Innerhalb der HFrEF-Kohorte wurden die absolute und relative KB-abhingige
Respiration den systemisch zirkulierenden HBA-Konzentrationen gegeniibergestellt.
Hierbei zeigte sich eine signifikante negative Korrelation von absoluter Respiration unter
vollstdndig ablaufender Ketolyse und zirkulierendem Serum HBA (siehe Abb. 13 B und
C). Die Gegeniiberstellung von zirkulierendem HBA zur relativen Kontribution der KB
zur maximalen oxidativen Kapazitidt wies die Tendenz einer vergleichbaren negativen
Korrelation auf (siche Abb. 13 E). Hohere zirkulierende HBA Konzentrationen gingen
also mit einer geringeren Kapazitit der mitochondrialen KB-abhéngigen Respiration
einher. Bei der isolierten Betrachtung des ersten Schrittes der Ketolyse zeigte sich die

Korrelation nicht (siehe Abb. 13 A und D).
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Abb. 13: Korrelation von Ketonkorper (KB)-abhiingiger Respiration und Serum p-Hydroxybutyrat
(HBA) Konzentration in der humanen HFrEF-Kohorte. A-C Korrelation von Serum HBA zu Stadien
der absoluten KB-abhingigen Respiration. D-F Korrelation von Serum HBA zu dem relativen Anteil der
KB-abhingigen Respiration an der maximalen oxidativen Kapazitit (FNS). Spearman Korrelationen.
ACA: Acetoacetat; HFrEF: Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion; KL: Ketolyse;
p: phosphorylierende Respiration.

4.1.2 Murine Gruppen

4.1.2.1 Charakteristika der murinen Gruppen

Die Charakteristika der murinen Gruppen der HFrEF-Studie sind in Tabelle 13 gezeigt.

Beide Gruppen waren in den demographischen Kriterien Alter, Geschlecht und

Korpergewicht vergleichbar.

Parameter Kontroll-Gruppe HFrEF-Gruppe p-Wert
Anzahl der Individuen 8 8

Demographie

Alter (Wochen) 28,00 [28,00; 28,00] 28,00 [27,25; 28,00] >0,999
Geschlecht (ménnlich) 8 (100 %) 8 (100 %) n/a
Korpergewicht (g) 29,50 [27,73; 35,73] 30,10 [30,00; 31,00] 0,631

Tabelle 13: Charakteristika der murinen Gruppen der HFrEF-Studie. Fiir kontinuierliche Variablen:
Angabe von Median [25% Quartil; 75% Quartil], Berechnung der p-Werte mittels Mann-Whitney-U-Tests.
Fiir bindre Variablen: Angabe von Anzahl (prozentualer Anteil an der Gesamtanzahl der Individuen),
Berechnung der p-Werte mittels exaktem Test nach Fisher. HFrEF: Herzinsuffizienz mit reduzierter

Ejektionsfraktion.
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4 .1.2.2 Respirometrie in den murinen Gruppen

Bei den murinen Gruppen zeigten sich in der HFrEF-Gruppe in nahezu allen erfassten
respiratorischen Stadien signifikant verminderte Werte (siche Abb. 14 A). In allen
gemessenen phosphorylierenden Stadien ([FJp, [FN]p und [FNS]p) war die OXPHOS
Kapazitit um mindestens 50 % im Vergleich zu den Kontrollen verringert. Auch die nach
Zugabe aller Substrate gemessene LEAK Respiration ([FNS]) und die Kapazitit des ETS
([FNS]g) stellten sich in der HFrEF-Gruppe als stark reduziert dar. Einzig die
ausschlieBlich unter Fettsdure-Oxidation gemessene LEAK Respiration ([F].) war

zwischen beiden Gruppen dhnlich.

Die absolute Respiration war fiir die Stadien der vollstindigen Ketolyse ([KL]p und
[KL+ACA]p) zwischen Kontroll- und HFrEF-Gruppe nicht unterschiedlich (sieche Abb.
14 B). Die ausschlieBlich von dem durch BDH1 vermittelten ersten Schritt der Ketolyse
abhéngige Respiration ([HBA]p) zeigte sich jedoch in den insuffizienten Herzen

signifikant vermindert.

Alle berechneten Vergleiche zur Bestimmung der relativen Kontribution der KB zur
maximalen OXPHOS Kapazitit ([HBA]Jp/[FNS]p, [KL]p/[FNS]p und
[KL+ACA]Tp/[FNS]p) ergaben eine signifikant erhohte relative KB-abhidngige Respiration
in der HFrEF (siehe Abb. 14 C).

Eine Zugabe von ACA nach bereits vollstindig laufender Ketolyse bewirkte in beiden
Gruppen eine Reduktion des Sauerstoff-Flusses, in der HFrEF-Gruppe fiel diese
Differenz jedoch im Vergleich zur Kontroll-Gruppe signifikant geringer aus (siche Abb.
14 D).
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Abb. 14: Respirometrie der murinen Gruppen der HFrEF-Studie. A HRR-Protokoll mit
konventionellen Substraten. B HRR-Protokoll mit Ketonkdrpern. C Relativer Anteil der Ketonkdrper an
der maximal gemessenen gekoppelten oxidativen Phosphorylierung. D Effekt der Zugabe von ACA im
Ketonkdrper Protokoll. Kontrollen n=8 vs. HFrEF n=8. Dargestellt ist Mittelwert + SEM. A-C:
Zweifaktorieller ANOVA oder gemischtes Modell mit wiederholten Messungen und Korrektur fiir die
Falscherkennungsrate (FDR) nach Benjamini-Krieger-Yekutieli. D: zweiseitiger, unabhéngiger t-Test.
Angabe aller p-Werte, bei Korrektur fiir die FDR zusétzliche Markierung mit Sternchen (*) bei q<0,05.
ACA: Acetoacetat; E: entkoppelte Respiration; F: Fettsduren; HBA: B-Hydroxybutyrat;
HFrEF: Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion; JOa2: Sauerstoff-Fluss pro Masse; KB:
Ketonkdrper; KL: Ketolyse; r: undichte (leak) Respiration; N: NADH-vermittelte Substrate;
p: phosphorylierende Respiration; S: Succinat.

Die Berechnung der Fluss-Kontroll-Raten zeigte sowohl bei der RCR als auch bei der
LCR signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen. Die Kopplungseffizienz (RCR)
war in der HFrEF-Gruppe erniedrigt (siche Abb. 15 A), der Grad der Entkopplung, bzw.
die ,,Undichtigkeit* der Mitochondrienmembran, (LCR) erh6ht (siehe Abb. 15 B). Kein
Unterschied zwischen Kontrollen und HFrEF-Gruppe fand sich hingegen beim Grad der
Limitation durch die ATP-Synthase (P/E Verhiltnis) (siche Abb. 15 C).
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Abb. 15: Fluss-Kontroll-Raten (Flux control ratios, FCR) der murinen Gruppen der HFrEF-Studie.
A RCR: Respiratory Control Ratio. B LCR: Leak Control Ratio. C P/E Verhéltnis. Kontrollen n=8 vs.
HFrEF n=8. Dargestellt ist Mittelwert + SEM. Zweiseitige, unabhéngige t-Tests. HFrEF: Herzinsuffizienz
mit reduzierter Ejektionsfraktion.

4 .1.2.3 Citrat-Synthase-Aktivitat in den murinen Gruppen

Beim Vergleich der CSA zeigten sich keine Unterschiede zwischen beiden Gruppen und
somit keine unterschiedliche Dichte an Mitochondrien pro Probe (siche Abb. 16). Zwar
wiesen die gemessenen CSA-Werte normiert auf den Protein-Gehalt numerische
Unterschiede zwischen den Gruppen auf, eine statistische Signifikanz ergab sich jedoch
nicht (siche Abb. 16 A). Bei Normierung auf das Probengewicht bestand ein geringerer
numerischer Unterschied zwischen HFrEF und Kontrollen (siche Abb. 16 B).
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Abb. 16: Citrat-Synthase-Aktivitit (CSA) der murinen Gruppen der HFrEF-Studie. A CSA normiert
auf den Protein-Gehalt gemessen in mg Protein. B CSA normiert auf das Gewicht der Proben gemessen in
mg. Kontrollen n=8 vs. HFrEF n=8. Dargestellt ist Mittelwert + SEM. Welsh’s t-Test.
HFrEF: Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion.

4.1.3 Gegenuberstellung der humanen und murinen Ergebnisse

Sowohl in den humanen als auch murinen Gruppen zeigte sich signifikant niedrigere
myokardiale OXPHOS Kapazititen fiir alle konventionellen Substrate, LEAK
Respiration und ETS Kapazititen in den HFEF-Gruppen. Relativ war die Verminderung
der OXPHOS Kapazitit bei HFEF in den murinen Gruppen stirker ausgepréigt (mind.
50 % bei den Miusen vs. ca. 35 % bei den Menschen). Im Mittel wiesen die Gruppen der

Maiuse hohere gemessene Sauerstoff-Fliisse als die menschlichen Kohorten auf.
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Fiir die absolute Respiration unter vollstdndiger Ketolyse waren in beiden Spezies keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen zu finden. Anders als in den humanen
Probanden, zeigten die murinen HFrEF-Individuen jedoch eine signifikant verminderte
Respiration fiir den durch BDH1 katalysierten und iiber NADH in die Atmungskette

eingeschleusten ersten Schritt der Ketolyse.

Die relative Kontribution der KB zur maximalen OXPHOS Kapazitét war in der humanen

und murinen HFrEF-Gruppe fiir alle gebildeten Raten signifikant erhoht.

Die Respiration nach Zugabe von ACA war in den murinen Gruppen generell stirker
vermindert und es zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen Kontrollen und
HFrEF. Zwischen den humanen Kohorten wurde zwar ebenfalls eine geringere
Verminderung der Respiration in den insuffizienten Herzen ersichtlich, dieser erreichte

jedoch keine statistische Signifikanz.

Bei den errechneten Fluss-Kontroll-Raten war ein eher heterogeneres Bild zu sehen.
Wiéhrend sich in den humanen Kohorten keine Unterschiede in Bezug auf
Kopplungseffizienz (RCR) und Grad der Entkopplung/,,Undichtigkeit der inneren
mitochondrialen Membran (LCR) fanden, so war die Kopplungseffizienz in der murinen
HI-Gruppe im Vergleich zu den Kontrollen signifikant vermindert und der Grad der
Entkopplung erhoht. Bei der Limitation der Respiration durch die ATP-Synthase
(P/E Verhiltnis) waren sowohl in den humanen als auch in den murinen Gruppen keine

signifikanten Unterschiede zwischen Kontrollen und HFrEF-Gruppen zu sehen.

Die CSA als Marker der mitochondrialen Dichte konnte, wie bereits in den Methoden
beschrieben (siehe 3.2.5), aufgrund von Probenlimitation nur in den murinen Gruppen

gemessen werden und kann daher nicht verglichen werden.
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4.2 Ergebnisse der Diabetes mellitus-Studie

4.2.1 Charakteristika der humanen Kohorten

Die Charakteristika der humanen Kohorten der T2D-Studie sind in Tabelle 14 aufgefiihrt.
Beide Kohorten weisen eine dhnliche Geschlechtsverteilung und noch vergleichbares
Alter auf. Die T2D-Kohorte préisentiert sich mit h6herem BMI, HbA . und Einnahme von
spezifischer antihyperglykdmischer Medikation. Dariiber hinaus sind insbesondere
Unterschiede in den gemessenen Konzentrationen an Triglyceriden, HDL-Cholesterin
und freien Fettsduren auffillig. Die LVEF unterschied sich zwischen beiden Kohorten

nicht, der Herzindex hingegen schon, beide Parameter konnten jedoch nicht bei allen

Probanden der Kohorten erhoben werden.

Parameter Kontroll-Kohorte T2D-Kohorte p-Wert
Anzahl der Probanden 35 22
Demografie
Alter (Jahre) 56,00 [50,00; 61,00] 62,00 [55,50; 64,25] 0,064
Geschlecht (ménnlich) 27 (77,2 %) 17 (77,3 %) >0,999
BMI (kg/m?) 24,21 [21,30; 26,30] 26,58 [23,33; 30,72] 0,018
Kardiale Funktion
LVEF (%) 59,00 [53,00; 63,00] 61,50 [54,75; 67,50] 0,201
Herzindex (I/min/m?) 3,19[2,74; 3,62] 2,36 [2,05; 2,62] <0,013
Vorerkrankungen
Arterielle Hypertonie 8 (22,9 %) 8 (36,4 %) 0,366
Pulmonale Hypertonie 2 (5,7 %) 2 (9,1 %) 0,636
Koronare Herzkrankheit 4 (11,4 %) 2 (9,1 %) >0,999
Vorhofflimmern 1 (2,9 %) 0 (0 %) >0,999
COPD 3 (8,6 %) 29,1 %) >0,999
Schlafapnoesyndrom 12,9 %) 2 (9,1 %) 0,553
Dialysepflichtigkeit 4 (11,4 %) 1 (4,6 %) 0,639
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Medikation

Insulin 0 (0 %) 5(22,7 %) 0,006
Metformin 0 (0 %) 5(22,7 %) 0,006
SGLT2 Inhibitor 5 (14,3 %) 14 (63,6 %) <0,001
Sulfonylharnstoff 0 (0 %) 1 (4,6 %) 0,386
GLP1-Analogon 0 (0 %) 1 (4,6 %) 0,386
DPP4-Inhibitor 0 (0 %) 5(22,7 %) 0,006
Acetylsalicylsiure 28 (80 %) 16 (72,7 %) 0,536
ACE Inhibitor 6 (17,1 %) 5(22,7 %) 0,733
ARB 7 (20 %) 4 (18,2 %) >0,999
ARNI 0 (0 %) 1 (4,6 %) 0,386
Calciumkanal-Antagonist 13 (37,1 %) 11 (50 %) 0,413
Betablocker 9 (25,7 %) 10 (45,5 %) 0,155
Amiodaron 2 (5,7 %) 1 (4,6 %) 0,518
MRA 2 (5,7 %) 9 (50 %) >0,999
Diuretika 19 (54,3 %) 14 (63,6 %) 0,586
PDE-5-Inhibitor 6 (17,1 %) 5(22,7 %) 0,733
Protonenpumpen-Inhibitor 29 (82,9 %) 22 (100 %) 0,072
L-Thyroxin 16 (45,7 %) 9 (40,9 %) 0,789
Thyreostatikum 0 (0 %) 1 (4,6 %) 0,386
Statin 26 (74,3 %) 22 (100 %) 0,009
Allopurinol 11 (31,4 %) 4 (18,2 %) 0,360
Glukokortikoide 33 (94,3 %) 22 (100 %) 0,518
Calcineurin-Inhibitor 35(97,2 %) 22 (100 %) >0,999
mTOR-Inhibitor 17 (48,6 %) 14 (63,6 %) 0,290
IMPDH-Inhibitor 18 (51,4 %) 8 (36,4 %) 0,290

Laborparameter
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Leukozyten (/pl) 6100 [5175; 8100] 6550 [5000; 8500] 0,603

Erythrozyten (*1000/ul) 4,02 [3,55; 4,55] 4,62 [4,12; 5,16] 0,008
Hémoglobin (g/dl) 11,35 [10,18; 12,55] 12,85[11,48; 14,35] 0,014
Héamatokrit (%) 36,75 [33,20; 40,80] 39,60 [36,50; 42,15] 0,059

Thrombozyten (*1000/ul) 203,00 [158,00; 230,00] | 172,00 [151,50;231,00] | 0,535

Natrium (mmol/l) 140,00 [138,00; 142,00] | 142,50 [139,00; 141,00] | 0,821
Kalium (mmol/l) 4,20 [3,90; 4,70] 3,90 [3,60; 4,20] 0,048
NT-proBNP (ng/l) 583,0 [244,0; 2436,0] 540,5 [306,3; 681,0] 0,761
CRP (mg/dl) 0,30 [0,10; 0,70] 0,30 [0,10; 0,4] 0,850
PCT (ng/ml) 0,05 [0,03; 0,10] 0,04 [0,03; 0,07] 0,710
TSH (mU/1) 0,77 [0,37; 1,30] 0,71 [0,41; 1,23] 0,711
HbA . (%) 5,70 [5,20; 5,90] 6,85 [6,48; 7,53] <0,001
Triglyceride (mg/dl) 104,00 [57,00; 163,00] | 144,00 [104,75; 221,75] | 0,029

Gesamtcholesterin (mg/dl) | 140,00 [120,00; 190,00] | 141,50 [119,50; 191,25] 0,900

LDL-Cholesterin (mg/dl) 73,00 [55,00; 94,00] 73,00 [58,75; 105,00] | 0,663
HDL-Cholesterin (mg/dl) 54,00 [44,00; 63,00] 45,00 [38,00; 55,25] 0,012
Freie Fettsiuren (umol/l) 590,0 [430,0; 1400,0] | 1350,0 [862,5;2325,0] | 0,007
LDH (mg/dl) 211,00 [179,00; 268,00] | 216,50 [171,50; 255,00] | 0,611
Kreatinkinase (mg/dl) 49,00 [28,00; 82,00] 52,00 [40,50; 77,00] 0,693
AST (U/l) 22,00 [17,00; 29,00] 25,00 [21,00; 30,25] 0,123
ALT (U/) 21,00 [15,00; 29,00] 26,00 [17,00; 34,75] 0,231
y-GT (U/l) 33,00 [20,00; 94,00] 39,50 [21,00; 137,50] | 0,742
AP (U/l) 77,00 [58,00; 110,00] 87,00 [65,00; 96,25] 0,583
Kreatinin (mg/dl) 1,36 [0,95; 3,04] 1,77 [1,19; 5,65] 0,058
Harnséure (mg/dl) 5,10 [3,50; 6,80] 6,00 [4,93; 7,03] 0,131
Harnstoff (mg/dl) 42,00 [35,00; 59,00] 44,00 [32,25; 62,00] 0,792

Tabelle 14: Charakteristika der humanen Kohorten der T2D-Studie. Teils iibernommen nach Zweck
et al. [81]. Fiir kontinuierliche Variablen: Angabe von Median [25% Quartil; 75% Quartil], Berechnung der
p-Werte mittels Mann-Whitney-U-Tests. Fiir bindre Variablen: Angabe von Anzahl (prozentualer Anteil an
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Anzahl der Probanden), Berechnung der p-Werte mittels exaktem Test nach Fisher. ALT: Alanin-
Aminotransferase; AP; Alkalische Phosphatase; ARB: Angiotensin-II-Rezeptorblocker; ARNI:
Angiotensin-Rezeptor-Neprilysin-Inhibitor; AST: Aspartat-Aminotransferase; BMI: Body-Mass-Index;
COPD: Chronisch obstruktive Lungenerkrankung; CRP: C-reaktives Protein; y-GT: Gamma-
Glutamyltransferase; HbAi: Hamoglobin Ai; HDL: High Density Lipoprotein, IMPDH:
Inosinmonophosphat-Dehydrogenasen; LDH: Laktatdehydrogenase; LDL: Low Density Lipoprotein;
LVEF: Linksventrikuldre Ejektionsfraktion; MRA: Mineralokortikoid-Rezeptor-Antagonist; mTOR:
mechanistic target of Rapamycin; NT-proBNP: n-terminales pro-Brain natriuretisches Peptid; PCT:
Procalcitonin; PDE-5: Phosphodiesterase-5; SGLT2: Natrium-Glukose-Cotransporter 2; TSH: Thyreoidea-
stimulierendes Hormon; Z.n.: Zustand nach.

4.2.2 Respirometrie in den humanen Kohorten

In der Respirometrie mit konventionellen Substraten zeigte sich eine Tendenz zur
niedrigeren myokardialen OXPHOS Kapazitit in der T2D-Kohorte im Vergleich zur
Kontroll-Kohorte ([FNS]p), jedoch ohne statistische Signifikanz zu erreichen (siehe Abb.
17 A). Die gemessenen LEAK Respirationen ([F]r und [FNS].) und die ETS Kapazitit

([FNS]g) zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Kohorten.

Die von der vollstindig ablaufenden Ketolyse abhingige Respiration ([KL]p und
[KL+ACA]p) prisentierte sich in der T2D-Kohorte als signifikant verringert (siche Abb.
17 B). Die ausschlieBlich iiber den ersten Schritt der Ketolyse induzierte Respiration

([HBA]Jp) war hingegen nicht signifikant zwischen beiden Kohorten unterschiedlich.

Die Berechnung der relativen Kontribution der partiellen und gesamten Ketolyse zur
maximal gemessenen OXPHOS Kapazitit ([HBA]p/[FNS]p und [KL]p/[FNS]p) ergab
keine Unterschiede zwischen T2D und Kontrollen (siehe Abb. 17 C). Demgegeniiber
zeigte sich der relative Anteil der Respiration nach zusétzlicher Gabe von ACA in der

T2D-Kohorte signifikant im Vergleich zur Kontroll-Kohorte vermindert.

Nach Zugabe von ACA nach bereits vollstindig ablaufender Ketolyse wurde in beiden
Kohorten eine Reduktion der Respiration beobachtet, deren Ausmal} sich zwischen

beiden Kohorten nicht unterschied.
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Abb. 17: Respirometrie der humanen Kohorten der T2D-Studie. Teils iibernommen nach Zweck et al.
[81]. A HRR-Protokoll mit konventionellen Substraten. B HRR-Protokoll mit Ketonkorpern. C Relativer
Anteil der Ketonkdrper an der maximal gemessenen gekoppelten oxidativen Phosphorylierung. D Effekt
der Zugabe von ACA im Ketonkdrper Protokoll. Kontrollen n=35 vs. T2D n=22. Dargestellt ist Mittelwert
+ SEM. A-C: Zweifaktorieller ANOVA oder gemischtes Modell mit wiederholten Messungen und
Korrektur fiir die Falscherkennungsrate (FDR) nach Benjamini-Krieger-Yekutieli. D: Mann—Whitney-U-
Test. Angabe aller p-Werte, bei Korrektur fiir die FDR zusétzliche Markierung mit Sternchen (*) bei g<0,05.
ACA: Acetoacetat; : entkoppelte Respiration; F: Fettsduren; HBA: B-Hydroxybutyrat; JO2: Sauerstoft-
Fluss pro Masse; KB: Ketonkorper; KL: Ketolyse; L: undichte (leak) Respiration; N: NADH-vermittelte
Substrate; p: phosphorylierende Respiration; S: Succinat; T2D: Diabetes mellitus Typ 2.

Aufgrund des Unterschieds der beiden Kohorten im BMI und der Tendenz eines hoheren
Alters in der T2D-Kohorte (siehe 4.2.1) wurden die statistischen Ergebnisse fiir Alter und
BMI adjustiert. Hierbei zeigten sich groftenteils vergleichbare statistische Ergebnisse,
lediglich die relative Kontribution der Ketolyse nach zusétzlicher Gabe von ACA zur
maximalen OXPHOS Kapazitit ([KL+ACA]p/[FNS]p) wies nach Adjustierung keine
statistische Signifikanz, sondern nur noch eine Tendenz zur geringeren Kontribution bei

T2D auf (siehe Tabelle 15).

Respiratorisches Stadium nichIt)-a\();]jfsttiert adj ustiertpf-i?:] ?:ltter + BMI
[Flo 0,484 0,354
[Fle 0,358 0,325
[FN]p 0,291 0,344
[FNS]p 0,178 0,213
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[FNS]. 0,273 0,187
[FNS]e 0,234 0,427
[HBAJ» 0,279 0,533
[KL]e 0,001 0,004
[KL+ACA]p <0,001 <0,001
[HBA]»/[FNS]p 0,915 0,668
[KL]»/[FNS]p 0,264 0,416
[KL+ACA]#/[FNS]p 0,014 0,066
A [KL+ACATp-[KL]p 0,643 0,526

Tabelle 15: Fiir Alter und BMI adjustierte p-Werte der Ergebnisse der humanen Kohorten der T2D-
Studie. Teils tibernommen nach Zweck et al. [81]. Berechnung der adjustierten p-Werte mittels multipler
linearer Regression mit der Methode der kleinsten Quadrate (least squares method). ACA: Acetoacetat;
BMI: Body-Mass-Index; E: entkoppelte Respiration; F: Fettsduren; HBA: p-Hydroxybutyrat;
JOz2: Sauerstoff-Fluss pro Masse; KB: Ketonkorper; KL: Ketolyse; r: undichte (leak) Respiration;
N: NADH-vermittelte Substrate; p: phosphorylierende Respiration; S: Succinat.

Auch in der T2D-Studie sollte ein moglicher Einfluss der SGLT2-Inhibitoren auf die
Respirometrie-Ergebnisse untersucht werden. Da hier trotz einer vermehrten Einnahme
von SGLT2-Inhibitoren eine verminderte KB-abhéngige Respiration in der T2D-Kohorte
gemessen wurde, wurden Teilgruppen von sowohl Probanden mit (n=5 Kontrollen vs. 14
T2D) und als auch ohne (n=30 vs. 8) SGLT2-Inhibitoren gebildet. Hierbei zeigten sich in
den Teilkohorten, die SGLT2-Inhibitoren einnahmen, anders als in der Gesamt-Analyse
keine Unterschiede fiir die unter Verwendung von konventionellen Substraten gemessene
OXPHOS Kapazitit (siche Abb. 18 A) und nur die Tendenz einer geringeren durch
Ketolyse getriebenen Respiration in der T2D-Teilkohorte, insbesondere nach zusétzlicher
Gabe von ACA (siche Abb. 18 B). Die Teilkohorten ohne eingenommene SGLT2-
Inhibitoren wiesen angedeutete Tendenzen der geringeren OXPHOS Kapazitit, LEAK
Respiration und ETS Kapazitit in der T2D-Teilkohorte auf (siche Abb. 18 E). Ebenso war
die absolut gemessene KB-vermittelte Respiration tendenziell und nach Zugabe von ACA
signifikant in der T2D-Teilkohorte im Vergleich zur Kontroll-Teilkohorte vermindert
(siche Abb. 18 F). Sowohl in der Analyse der Teilkohorten mit als auch ohne SLGT2-
Inhibitoren ergab sich mit Blick auf die relative Kontribution der Ketolyse zur maximalen
OXPHOS Kapazitit nur fiir die Ketolyse nach zusitzlicher ACA-Gabe die Tendenz der
geringeren Kontribution bei T2D (siehe Abb. 18 C und G). Die Zugabe von ACA fiihrte,
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wie auch in der Gesamt-Analyse, in allen Teilkohorten zu einer Reduktion der Respiration

ohne signifikante Unterschiede zwischen Kontrollen und T2D (siehe Abb. 18 D und H).
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Abb. 18: Respirometrie in humanen Gruppen der T2D-Studie mit und ohne SGLT2-Inhibitoren. Teils
iibernommen nach Zweck et al. [81]. A/E HRR-Protokoll mit konventionellen Substraten. B/F HRR-
Protokoll mit Ketonkdrpern. C/G Relativer Anteil der Ketonkdrper an der maximal gemessenen
gekoppelten oxidativen Phosphorylierung. D/H Effekt der Zugabe von ACA im Ketonkorper Protokoll. A-
D mit SGLT2-Inhibitoren, Kontrollen n=5 vs. T2D n=14. E-H ohne SGLT2-Inhiboren, Kontrollen n=30 vs.
T2D n=8. Dargestellt ist Mittelwert + SEM. A-C/E-G: Zweifaktorieller ANOVA oder gemischtes Modell
mit wiederholten Messungen und Korrektur fiir die Falscherkennungsrate (FDR) nach Benjamini-Krieger-
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zusétzliche Markierung mit Sternchen (*) bei q<0,05. ACA: Acetoacetat; r: entkoppelte Respiration;
F: Fettsduren; HBA: B-Hydroxybutyrat; JO2: Sauerstoff-Fluss pro Masse; KB: Ketonkorper; KL: Ketolyse;
L: undichte (leak) Respiration; N: NADH-vermittelte Substrate; p: phosphorylierende Respiration;
S: Succinat. SGLT2i: Natrium-Glukose-Cotransporter 2-Inhibitoren; T2D: Diabetes mellitus Typ 2.
Symbole {ibernommen von biorender.com.

Die Berechnung der Fluss-Kontroll-Raten ergab keine Unterschiede hinsichtlich der
Kopplungseffizienz (RCR, siche Abb. 19 A), dem Grad der Entkopplung (LCR, siche
Abb. 19 B) oder der Limitation durch die ATP-Synthase (P/E Verhéltnis, siche Abb. 19 C)
zwischen Kontroll- und T2D-Kohorte.
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Abb. 19: Fluss-Kontroll-Raten (Flux control ratios, FCR) der humanen Gruppen der T2D-Studie.
A RCR: Respiratory Control Ratio. B LCR: Leak Control Ratio. C P/E Verhiltnis: Kapazitét der oxidativen
Phosphorylierung im Verhéltnis zur Kapazitét des Elektronen-transferierenden Systems. Kontrollen n=35
vs. T2D n=22. Dargestellt ist Mittelwert + SEM. Mann-Whitney-U Tests. T2D: Diabetes mellitus Typ 2.

4.2.3 Konzentrationen der zirkulierenden Ketonkorper

Wie auch in der HI-Studie wurden zur Einordnung der myokardialen Respirometrie in
einen systemischen Kontext und die Verfiigbarkeit an Ketonkorpern als Substrate die
Konzentrationen an zirkulierendem HBA verglichen. Dieser Vergleich konnte mit 56
Probanden durchgefiihrt werden (n=35 Kontrollen vs. 20 T2D). Hierbei zeigte sich kein
Unterschied zwischen T2D und Kontrollen (siehe Abb. 20)
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Abb. 20: Serum B-Hydroxybutyrat (HBA) Konzentrationen der humanen Kohorten der T2D-Studie.
Kontrollen n=35 vs. T2D n=20. Dargestellt ist Mittelwert + SEM. Mann-Whitney-U Test. T2D: Diabetes
mellitus Typ 2.
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4.2.4 Assoziation von zirkulierenden Ketonkorpern und
Respirometrie

Ebenfalls erfolgte die Gegeniiberstellung von zirkulierenden KB-Konzentrationen
gemessen an HBA im Serum und der KB-abhingigen oxidativen Kapazitét. Fiir alle
erfassten Stadien der KB-vermittelten Respiration wie auch fiir die relative Kontribution
der KB zur maximalen gemessenen oxidativen Kapazitit stellte sich hierbei keine

signifikante Korrelation zur Konzentration der zirkulierenden KB dar (siehe Abb. 21).
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Abb. 21: Korrelation von Ketonkérper (KB)-abhéngiger Respiration und Serum p-Hydroxybutyrat
(HBA) Konzentration in der humanen T2D-Kohorte. A-C Korrelation von Serum HBA zu Stadien der
absoluten KB-abhéngigen Respiration. D-F Korrelation von Serum HBA zu dem relativen Anteil der KB-
abhéngigen Respiration an der maximalen oxidativen Kapazitdt (FNS). n = 20. Spearman Korrelationen.
ACA: Acetoacetat; KL: Ketolyse; p: phosphorylierende Respiration; T2D: Diabetes mellitus Typ 2.
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5 Diskussion

In Bezug auf die eingangs aufgestellten Hypothesen kdnnen anhand der beschriebenen

Ergebnisse folgende Aussagen getroffen werden:

I. Die OXPHOS Kapazitit fiir konventionelle Substrate (Fettsduren, NADH-
gekoppelte Substrate und Succinat) ist in der HFrEF vermindert. Die absolute
myokardiale OXPHOS Kapazitit unter Verwendung von KB ist in der HFrEF im
Vergleich zu Kontrollen jedoch nicht oder zu einem geringeren Grad vermindert.

Der relative Beitrag der KB zur OXPHOS ist somit in der HFrEF erhoht.

II.  Die absolute OXPHOS Kapazitit unter Verwendung von KB und somit die
Fahigkeit KB zur ATP-Produktion zu verwenden ist im Myokard bei T2D
vermindert. Zudem ist die relative OXPHOS Kapazitit nach zusétzlicher Gabe
von ACA erniedrigt, was auf eine potenziell stidrkere Einschrinkung der

nachgeschalteten ketolytischen Enzyme hindeutet.

Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Konzentrationen an zirkulierenden KB
in der HFrEF zwar erhoht sind, ein erhohtes systemisches Angebot jedoch nicht mit einer

erhohten, sondern eher geringeren Kapazitit zur myokardialen KB-Oxidation einhergeht.

5.1 Eignung der untersuchten Gruppen

5.1.1 Gruppen, Modelle und Proben-Akquisition

Studien mit Myokard-Akquisition sind mit Tiermodellen von kardiovaskuldren
Erkrankungen mit Blick auf ethische und praktische Gesichtspunkte meist einfacher
durchzufiihren als mit humanen Probanden, fiir welche es deutlich mehr Hiirden gibt
[127,128]. Zwar spielen Tiermodelle eine wichtige Rolle in der Erforschung der HF [120]
und des T2D [129], dennoch konnen sie die komplexen Zusammenhinge der Erkrankung
nicht vollstdndig abbilden [127, 130]. Daher wurde in diesen Studien humanes Myokard
untersucht. Eine gut etablierte Moglichkeit zur Gewinnung von humanen Myokardproben
ist die Entnahme wiéhrend herzchirurgischen Operationen [131]. Diese Probanden sind
jedoch meist erkrankt. Es stellt daher eine Hiirde dar, fiir die Kontrollgruppe Myokard
von gesunden Probanden zu erhalten, da Myokard Biopsien aus ethischen Griinden wegen

seltener, aber moglicher Komplikationen [132] meist nicht ausschlieBlich zu
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Studienzwecken durchgefiihrt werden konnen. Eine Mdglichkeit ist, Myokard von
gesunden Organspendern zu entnehmen, deren Organ nach Begutachtung fiir nicht
transplantabel erkldrt wurde [133]. Bei der generellen Knappheit an Organspendern [134]
wire es hier aber schwierig eine ausreichend grofle Kohorte zu bilden. Bereits in einigen
anderen Studien wurden herztransplantierte Personen rekrutiert, die ihm Rahmen der
Transplantatnachsorge eine EMB erhalten und keine schwere kardiale Erkrankung
aufweisen [81, 104, 135, 136]. Diese konnen so nicht-herzinsuffiziente Kohorten
darstellen. Es wurde auch bereits gezeigt, dass die bei einer EMB rechtsventrikuldr aus
dem interventrikuléren Septum entnommenen Proben mit den linksventrikuldren Proben
aus herzchirurgischen Operationen mit Blick auf die Respirometrie vergleichbar sind
[135]. Patienten zur Transplantatnachsorge sind ebenso wie Patienten zu
herzchirurgischen Operationen gut charakterisiert und kdnnen im Rahmen ihrer Klinik-

Aufenthalte ohne grofleren zeitlichen Aufwand in Studien eingeschlossen werden.

Somit wurde in dieser Studie nach Abwégung aller ethischen und logistischen
Moglichkeit auf durchaus etablierte humane Gruppen und Proben zuriickgegriffen. In der
HF-Studie wurde die Kohorte herzinsuffizienter Probanden durch den Einschluss von
Patienten mit HFrEF, die eine EMB erhielten, zudem heterogener und bestand nicht nur

aus Patienten mit HF im Endstadium zur LVAD-Implantation oder Herztransplantation.

Auch das verwendete Mausmodell in der HFrEF-Studie war bereits etabliert und fiir die
Darstellung einer ischdmischen HF geeignet [120, 121]. Zwar bildet es so nur einen
Teilaspekt der Pathogenese einer HFrEF ab, wihrend in der humanen HFrEF-Kohorte
unterschiedliche Genesen zu finden sind; aus ethischen Uberlegungen in Bezug auf die
benotigte GruppengroBe bei unterschiedlichen Interventionen und durch das gleichzeitige
Untersuchen der pathogenetisch heterogeneren humanen Kohorte wurde dieser Teilaspekt
jedoch als ausreichend représentativ betrachtet. In Kombination mit den humanen
Untersuchungen konnte so von den heterogeneren humanen Kohorten ein Vergleich zu

den untereinander dhnlicheren Maus-Gruppen gezogen werden.

5.1.2 Charakteristika der Gruppen der Herzinsuffizienz-Studie

Zwischen den humanen Kohorten der HFrEF-Studie zeigten sich einige Unterschiede.
Signifikant niedrigere LVEF und Herzindex in der HFrEF-Kohorte sprechen hierbei fiir

ein erfolgreiches Einteilen der beiden Kohorten.

69



Unterschiede in der Medikation lassen sich groBtenteils auf die klinische Notwendigkeit
von leitlinienbasierten Therapien zurilickfithren. In der HFrEF-Kohorte betrifft dies als
Teil der medikamentdse Herzinsuffizienztherapie Natrium-Glukose-Cotransporter 2-
Inhibitoren, Betablocker, Angiotensin-Rezeptor-Neprilysin-Inhibitoren und
Mineralokortikoid-Rezeptor-Antagonisten [1]. Probanden der Kontrollgruppe erhielten
passend zum leitliniengerechten Vorgehen nach Transplantationen [137] mehr
Immunsuppressiva und Statine. Auch Acetylsalicylsdure wird zur Primérpravention nach
Herztransplantation eingesetzt [137], wohingegen es bei Probanden der HFrEF-Kohorte
vor allem bei koronarer Erkrankung indiziert wére [138]. Aufgrund einer heterogenen
HFrEF-Kohorte mit nicht nur vaskuldr bedingter HFrEF ist die Einnahme von
Acetylsalicylsdure in dieser Studie signifikant hdufiger in der Kontroll-Gruppe zu finden.
Die vermehrte Einnahme von Calcium-Kanal-Antagonisten und Angiotensin-II-
Rezeptorblockern in der Kontroll-Kohorte ldsst sich durch die Notwendigkeit von
antihypertensiver Therapie erkldren, wohingegen diese in der HFrEF-Gruppe bereits

durch blutdrucksenkende Effekte der HFrEF-Medikation erfolgt.

Die erhohten Alanin- und Aspartat-Aminotransferasen konnte in der HFrEF-Kohorte als
Ausdruck einer Stauungshepatitis zur HF passen [33]. Die Leukozyten- und
Thrombozytenzahl und der Wert des Thyroidea-stimulierenden Hormons bewegen sich
trotz Unterschieden alle im physiologischen Referenzbereich [33], sodass deren Einfluss
auf manifeste Unterschiede der Probanden eher als gering angesehen werden kann und

moglicherweise statistisch auf Zufall beruht.

Generell ist der Grofiteil der Unterschiede zwischen den humanen klinischen Kohorten
also auf die angewendeten Kriterien zur Einteilung der Kohorten zuriickzufiihren und
unterstreicht somit den Erfolg der gewiinschten Einteilung. Unterschieden in
Charakteristika, die moglicherweise einen verdndernden Einfluss auf den kardialen
Metabolismus haben, wurde mittels adjustierter Analysen begegnet (siehe 4.1.1.2 und

5.24.1).

Die murinen Gruppen glichen sich in den erfassten Charakteristika und unterschieden
sich somit nur durch die Intervention, sodass hier von einer guten Vergleichbarkeit

ausgegangen werden kann.
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5.1.3 Charakteristika der Gruppen der Diabetes mellitus-Studie

Die Kohorten der T2D-Studie unterschieden sich in einigen der erfassten Charakteristika.
Der signifikant hohere HbAi.-Wert und die vermehrte Einnahme von
antihyperglykdmischer Medikation in der T2D-Kohorte sprechen fiir ein erfolgreiches
Einteilen der Probanden in T2D und Kontrollen. Die Tendenz eines hoheren Alters der
Probanden, der signifikant erniedrigte BMI, sowie die erhdhten Triglyceride, die erhdhten
freien Fettsduren und das erniedrigte HDL-Cholesterin in der T2D-Kohorte passen zu
Risikofaktoren, Atiologie und Pathogenese des T2D [24, 33, 36]. Den Unterschieden im
Alter und BMI wurde dennoch mit adjustierten Analysen begegnet (siche 4.2.2), um eine
Beeinflussung der Ergebnisse zu priifen. Uber die erhdhten Blutfettwerte konnte auch die
signifikant vermehrte Einnahme an Statinen von Probanden mit T2D zu erkliren sein,
auch wenn leitliniengerecht als Pravention nach Herztransplantation auch die Probanden
der Kontroll-Kohorte Statine erhalten sollten [137]. Mit Blick auf die Herzfunktion
zeigten Probanden mit T2D einen erniedrigten Herzindex. Dieser konnte jedoch nur bei
24 der 35 Kontrollen und bei 5 der 22 Probanden mit T2D bestimmt werden, sodass die
Aussagekraft hier eher als begrenzt anzusehen ist. Zudem spricht auch das Fehlen von
Unterschieden zwischen beiden Kohorten in erfasster LVEF und n-terminalem pro-Brain
natriuretischem Peptid gegen das Vorliegen von Unterschieden in der Herzfunktion und
gegen eine Herzinsuffizienz in der T2D-Kohorte. AuBlerdem unterschieden sich beide
Kohorten in Kalium-Konzentrationen im Serum. Zwar konnen bei T2D durchaus
Elektrolyt-Konzentrationen verdndert sein [139], da in dieser Studie die Werte beider
Kohorten im Normbereich lagen [33], ist hier jedoch eher nicht ein klinisch relevanter
Unterschied der Probanden anzunehmen. Dariiber hinaus sind beide Kohorten jedoch

aufgrund der Charakteristika als gut vergleichbar anzusehen.
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5.2 Metabolische Veranderungen des Myokards bei

Herzinsuffizienz

5.2.1 Geringere OXPHOS Kapazitat fur konventionelle Substrate

in der Herzinsuffizienz

Sowohl im Menschen als auch in Miusen zeigte sich in dieser Studie eine geringere
OXPHOS Kapazitit fiir alle getesteten konventionellen Substrate (Fettsduren, NADH-
gekoppelte Substrate und Succinat). Vor dem Hintergrund der generell etablierten
Meinung, dass die HF mit einer abnormalen Funktion der myokardialen Mitochondrien
einhergeht [17, 82, 140, 141], waren diese Ergebnisse durchaus zu erwarten. Zwar
konnten manche Studien keinen Unterschied der OXPHOS Kapazitit zwischen HF und
Kontrollen feststellen [142], der weit liberwiegende Anteil der bisher durchgefiihrten
Studien ergab jedoch bereits eine signifikant geringere Respiration [135, 143-145] oder
geringere Enzym-Aktivitit [143, 146, 147] in der HF [93]. Insofern liefern die Ergebnisse
dieser Studie weitere Unterstiitzung fiir die Thesen einer eingeschrinkten OXPHOS
Kapazitdt in der HF und einer Einschrinkung der mitochondrialen Funktion als Doméne

der HF.

In der Respirometrie ergab die Untersuchung der murinen Proben in der Kontroll-Gruppe
im Vergleich zu der humanen Kontroll-Kohorte eine im Mittel mindestens doppelt so
hohe Respiration fiir alle erfassten respiratorischen Stadien. Ahnliche Unterschiede
zwischen humanen und murinen Proben konnten bereits im Skelettmuskel gezeigt werden
[148], sodass auch hier im Myokard moglicherweise ein physiologischer Unterschied

besteht.

5.2.2 Unterschiede der intrinsischen mitochondrialen Funktion

Die intrinsische Funktion der Mitochondrien wurde mit der Berechnung der Fluss-
Kontroll-Raten RCR, LCR und P/E Verhiltnis auf Defekte und Effizienz liberpriift. Hier
zeigten sich Unterschiede zwischen den untersuchten Spezies: Die Effizienz der
Mitochondrien in der humanen HFrEF-Kohorte war mit derer der Kontroll-Kohorte
vergleichbar. In den murinen Gruppen bot sich ein gegensétzliches Bild mit signifikant
schlechterer Effizienz der Mitochondrien in insuffizienten Herzen. Eine statistisch
signifikante Limitation der Respiration durch die ATP-Synthase (P/E Verhiltnis) war in

beiden Spezies nicht ersichtlich. Auch in der Literatur zeigt sich hier ein heterogenes Bild.
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Teils werden Fluss-Kontroll-Raten und die Effizienz der Mitochondrien in der HF als
vermindert [131, 143, 145], teils als unverdndert [144] beschrieben. Ein Vergleich
zwischen humanen und murinen Proben insuffizienter Herzen existiert bisher nicht. Zwar
ist nicht auszuschlieen, dass die HFrEF auf die Mitochondrien von Menschen und
Mausen unterschiedliche Effekte in Bezug auf die intrinsische Funktion hat, hier wiren
jedoch noch weitere Studien mit groferer Anzahl an untersuchten Proben nétig, um

Aussagen mit groBBerer Sicherheit treffen zu konnen.

Bei der Interpretation der Fluss-Kontroll-Raten ist jedoch zu beachten, dass eine Messung
der ETS Kapazitit in SUIT-Protokollen nach bereits erfolgter Zugabe von Oligomycin
als unsicher angesehen wird und die ETS Kapazitit teils unterschétzt wird [58]. Somit
sind die unter Hinzunahme der ETS Kapazitit berechneten Raten LCR und P/E Verhéltnis
nur mit duBerster Vorsicht zu interpretieren. Die RCR als Marker der Kopplungseffizienz

ist hiervon jedoch nicht betroffen.

Fiir die Interpretation der Respirometrie Ergebnisse bedeutet dies, dass in den Méiusen
intrinsische Defekte der Effizienz der Mitochondrien fiir die verminderte Respiration in
der HFrEF-Gruppe verantwortlich sein konnten. Auf die Ergebnisse der KB-abhingigen
Respiration und daraus abgeleiteten Schlussfolgerungen haben die vorliegenden
Ergebnisse der Fluss-Kontroll-Raten jedoch keinen verdndernden Einfluss, da selbst trotz
moglicher Beeintrachtigung der intrinsischen mitochondrialen Funktion ein Erhalt der
KB-abhingigen OXPHOS Kapazitit vorldge, was die Bedeutung der KB in der HFrEF

nur weiter unterstreichen wiirde (siche 5.2.4).

5.2.3 Ahnliche mitochondriale Dichte der Proben

Die Messung der CSA als Marker der mitochondrialen Dichte erfolgte aufgrund von
Probenlimitation nur in den murinen Gruppen. Hier zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen Kontrollen und HFrEF, weshalb folglich von einer &hnlichen
Anzahl an Mitochondrien pro Gewicht und Volumen an Myokard auszugehen ist.
Generell zeigt die Studienlage hier ein heterogenes Bild, oft wird die CSA bei HF als
vermindert angesehen, manche Studien zeigen aber auch keinen Unterschied [16]. Hier
bringen die Ergebnisse dieser Studie mit den n = 8 vs. 8 untersuchten Individuen keine
weitere Klarheit bzgl. der generellen mitochondriale Dichte bei HF. In Bezug auf die
Einordnung der Respirometrie-Ergebnisse liefern sie jedoch den wichtigen Hinweis, dass

die mitochondriale Dichte in dieser Studie zwischen den murinen Gruppen
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wahrscheinlich nicht verschieden war und die Ergebnisse der verdnderte Respirometrie
bei HFrEF nicht lediglich auf einen hoheren oder niedrigeren Mitochondrien-Gehalt

zurickzufiihren sein kOnnten.

5.2.4 Ketonkorper-abhangige Respiration in der Herzinsuffizienz

5.2.4.1 Erhaltene und relativ erhohte Ketonkorper-vermittelte OXPHOS

Kapazitat in der Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion

Wihrend die myokardialen OXPHOS Kapazititen fiir die getesteten konventionellen
Substrate in der HFrEF und somit auch die maximal gemessene OXPHOS Kapazitit
signifikant und deutlich verringert waren (sieche 5.2.1), zeigte sich die absolute KB-
abhingige OXPHOS Kapazitit in der HFrEF nur tendenziell in geringem Ausmaf
vermindert und im Vergleich zu Kontrollen ohne statistisch signifikanten Unterschied.
Der relative Anteil der KB an der maximalen OXPHOS Kapazitit in der HFrEF war
hingegen signifikant erhoht.

In den Kontroll-Gruppen kam es nach Zugabe von ACA nach bereits vollstindig
ablaufender Ketolyse stets zu einer Reduktion der erfassten Respiration, woraus sich eine
mogliche Produkt-Inhibition des in der Reaktions-Kette aufwirts gelegenen Enzyms
BDHI1 ableiten ldsst. Dass diese Reduktion in den HFrEF-Gruppen beider untersuchten
Spezies weniger stark oder gar nicht auftrat, spricht fiir eine stirkere Verstoffwechselung
von ACA und folglich eine hohere Aktivitét des hierfiir verantwortlichen Enzyms SCOT
bei HFrEF im Vergleich zu Kontrollen. Einschrinkend muss hierbei jedoch festgestellt
werden, dass dieser Unterschied nur in den murinen Gruppen statistische Signifikanz
erreichte und zwischen humanen Kontrollen und HFrEF-Kohorte in adjustierten
Analysen auch nicht mehr als Tendenz nachzuweisen war. Moglicherweise konnten hier

also Storfaktoren eine Rolle spielen.

Generell ist es in der Literatur bereits allgemein anerkannte Meinung, dass KB bei HFrEF
eine wichtige Rolle auch als Energiequelle spielen konnten [17, 77, 105, 149]. Viele
Studien konnten bereits erhohte Serum-KB-Konzentrationen, erhéhte Expressionen der
ketolytischen Enzyme BDH1 und SCOT und erhohte KB-Aufnahmen in das Myokard bei
HFrEF zeigen [16, 17, 105, 106, 150]. Da HRR jedoch nicht nur einzelne Parameter,
sondern den mitochondrialen Energiestoffwechsel inklusive der KB-Oxidation als

Ganzes erfasst [57, 81], konnte nun erstmalig der tatsdchliche Anteil der KB-Oxidation
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an der myokardialen Respiration in einem vollstdndigen System abgebildet werden.
Insofern liefern die Ergebnisse dieser Studie mit erstmaliger Verwendung von
Respirometrie zur Quantifizierung der myokardialen KB-abhédngigen oxidativen
Kapazitit bei HFrEF nun Klarheit dariiber, was bisher nur diese Surrogat-Parameter
haben vermuten lassen: Das insuffiziente Herz kann tatsdchlich relativ gesehen mehr KB

zur OXPHOS verwenden.

Da SGLT2-Inhibitoren Serum-Konzentrationen an KB erh6hen kdnnen und dies sogar als
ein moglicher Mechanismus der kardioprotektive Effekte dieser Medikamenten-Klasse
angesehen wird [78], wurden hier in den humanen Kohorten weitere Analysen mit
Vergleich von Teilkohorten ohne SGLT2-Inhibitoren und Adjustierung durchgefiihrt.
Hierbei zeigten sich in Bezug auf maximale oxidative Kapazitdt und relativem Anteil der
KB-Respiration mit der Gesamt-Analyse vergleichbare Ergebnisse. Dasselbe galt fiir die
zusitzliche Adjustierung fiir Alter und BMI. Insofern scheinen die beobachteten
Ergebnisse des hoheren Anteils der KB an der Gesamt-Respiration in der HFrEF

unabhingig von Alter, BMI oder Einnahme von SGLT2-Inhibitoren zu sein.

Anders als in den humanen Kohorten présentierte sich in den murinen Gruppen die
absolute Respiration fiir den ersten, durch BDH1 katalysierten Schritt der Ketolyse als in
der HFrEF vermindert. In diesem ersten Schritt entsteht NADH, welches iiber Komplex I
in die Atmungskette eingeschleust wird und fiir die gemessene Respiration verantwortlich
ist (sieche 1.4.2) [46, 81]. Dieser Weg der Respiration iiber NADH scheint jedoch nach
den Ergebnissen des konventionellen Protokolls in den Mausen bei HFrEF relativ gesehen
starker vermindert zu sein als in den humanen Probanden (sieche 5.2.1). Unter dieser
Annahme lésst sich auch die absolut geringere BDHI1-vermittelte Respiration in der
murinen HFrEF-Gruppe erkldren. Auch dafiir spricht, dass der Unterschied zu der
humanen HFrEF-Kohorte nach Normalisierung fiir die maximal gemessene OXPHOS

Kapazitit ((HBA]p/[FNS]p) nicht mehr im selben Umfang zu sehen war.

5.2.4.2 Negative Korrelation von zirkulierenden Ketonkorpern und

Ketonkorper-abhangiger Respiration

Im Einklang mit vorherigen Studien [16, 17, 105, 106, 150], stellten sich die Serum-
Konzentrationen an KB gemessen an HBA, welches den mit Abstand grofSten Anteil der

zirkulierenden KB ausmacht [46], als in der HFTEF erhoht dar. Insofern bestétigt diese
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Studie, dass das intrinsische Angebot an KB zur Ketolyse in Personen mit insuffizienten

Herzen erhoht zu sein scheint.

Es ist etablierte Meinung, dass, zumindest in gesunden Organismen, das Ausmaf} der KB-
Oxidation und Aufnahme in Organe bis zu einer Séttigung des KB-oxidierendes Systems
mafgeblich durch das Angebot an KB bestimmt wird [70]. Dies wurde auch fiir das Herz
gezeigt [151]. Die Ergebnisse unserer Studie zeigen, dass dieser Zusammenhang in der
HFrEF so nicht uneingeschrinkt zuzutreffen scheint. Hohere zirkulierende KB-
Konzentrationen korrelierten statistisch signifikant mit einer verminderten maximalen
Fahigkeit zur Verwendung von KB zur mitochondrialen OXPHOS. Zwar kann durch
HRR nicht der tatsdchliche in vivo Zustand erfasst werden, dennoch legt diese negative
Korrelation nahe, dass bei HFrEF keinesfalls allein von der Konzentration an
zitkulierenden KB als Surrogat-Parameter auf das Ausmall der KB-Oxidation

geschlossen werden kann.

Mit Blick auf zirkulierende KB-Konzentrationen stellt sich in der HF zudem ein
Paradoxon dar: Wéhrend KB-Supplementation positive Effekte in der Therapie der
HFrEF zu haben scheint [111], gehen gleichzeitig erhohte intrinsische Serum KB-
Konzentrationen mit einem erhdhten Risiko fiir eine Verschlechterung einer bestehenden
HF [110] und einem generell erh6hten kardiovaskuldren Risiko [109] einher. Hier liefert
die in dieser Studie gezeigte verminderte Fahigkeit zur KB-Oxidation bei intrinsisch
erhohten Serum Konzentrationen an KB einen potenziellen Beitrag zur mechanistischen
Erklarung des sogenannten KB-Paradoxon. Innerhalb der Erkrankung der HFrEF scheint
es metabolisch maladaptive Stadien zu geben, in denen trotz vermehrter Ketogenese und
einem erhohten Angebot an zirkulierenden Ketonkdrpern nur eine verminderte Oxidation
der KB erfolgen kann. Urséchlich hierfiir konnte insbesondere eine vermehrte generelle
myokardiale Schidigung mit ebenfalls vermehrter Storung der mitochondrialen Funktion
sein. Zwar konnte dies in dieser Studie nicht eindeutig gezeigt werden, andere Studien
legen jedoch nahe, dass diese zunehmende generelle mitochondriale Schadigung
insbesondere mit zunehmender Schwere der HFrEF einhergeht [152-154]. Insofern
konnte dies ein Hinweis dafiir sein, dass die Adaption des insuffizienten Herzens
vermehrt KB zur Aufrechterhaltung der myokardialen Energieversorgung zu verwenden,
in fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung nicht mehr mdglich ist und das Herz in ein

auf mit Blick auf die KB zunehmend metabolisch maladaptives Stadium iibergeht.
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5.2.4.3 Ausblick und Potential von Ketonkorpern in der Herzinsuffizienz

mit reduzierter Ejektionsfraktion

Generell sprechen viele Studien fiir eine Funktion von KB als alternative Energiesubstrate
in der HFrEF, die den myokardialen Energiemetabolismus aufrechterhalten oder
zumindest unterstiitzen konnen [149, 150, 155]. Zudem wird ein mdglicher
therapeutischer Nutzen von einigen Studien bestirkt [156]. Unter anderem konnte bereits
gezeigt werden, dass ein Ausschalten von BDH1 pathologische Umbauprozesse nach
Myokardschiadigung verstirkt [157], dass exogen erhohte KB-Serum-Konzentrationen
kardiale Dysfunktion und pathologische Umbauprozesse abmildern [157] und dass HBA-

Infusionen in humanen Probanden die kardiale Auswurf-Leistung erhéhen [158].

Mogliche therapeutische Optionen zur endogenen oder exogenen Erhéhung von Serum-
KB-Konzentration stellen die Ketogene Didt, Fasten/Kalorienrestriktion oder die Zufuhr
von Keton-Salzen, Keton-Estern oder Fettsduren dar, die gleichwohl alle mit ihren

eigenen Vor- und Nachteilen einhergehen [77, 105].

Neben der Rolle als Energiesubstrat haben KB aber auch andere wichtige Funktion, u.a.
in der Regulierung von Stoffwechsel, Inflammation und oxidativem Stress [64]. Auch
diese scheinen bei der positiven Beeinflussung einer HFrEF eine nicht zu
vernachldssigende, moglicherweise sogar wesentlichere Rolle zu spielen [16, 77, 105].
Zudem wurden teils auch vasoaktive Effekte der KB beobachtet [16]. Dass der KB-
Metabolismus ggf. sogar gar nicht relevant fiir die Therapie einer HF sein konnte, legt
eine Studie mit Tiermodell nahe, in der eine Ketogene Diét, vollig unabhéngig davon, ob
die Ketolyse ablaufen konnte oder mittels Knockout vollstindig ausgeschaltet war, eine

HF verbessern konnte [159].

Ob die Verwendung von KB als Energiesubstrat gegeniiber anderen Effekten von KB
daher nur eine untergeordnete Rolle spielt, sich beide Funktionen verstirkend ergidnzen
und inwiefern die Effekte von KB in der HFrEF als therapeutischer Angriffspunkt in der
breiten Masse der klinischen Versorgung ausgenutzt werden konnen, ist somit noch von
zukiinftigen Studien weiter zu eruieren. Unsere Studie stirkt hier jedoch das Konzept der
therapeutischen Ketonkorper Supplementation bei HFrEF auf mechanistischer Ebene, als
dass das insuffiziente Herz dieses exogen erhohte Substrat-Angebot auch zu einem
grofleren Anteil zur Energiegewinnung mittels mitochondrialer OXPHOS nutzen konnte.

Wichtig ist hierbei jedoch, dass diese Fihigkeit insuffizienter Herzen in Stadien
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zunehmender metabolischer Maladaption, womdglich insbesondere bei fortschreitender
Erkrankung, vermindert zu sein scheint. In diesen Stadien wére eine Supplementation aus

rein metabolischen Gesichtspunkten also moglicherweise nicht mehr zielfithrend.

5.3 Metabolische Veranderungen des Myokards bei

Diabetes mellitus Typ 2

5.3.1 Geringere OXPHOS Kapazitat bei Diabetes mellitus Typ 2

Die Ergebnisse der T2D-Studie zeigten eine tendenziell erniedrigte maximale OXPHOS
Kapazitit im diabetischen Myokard. Eine mitochondriale Dysfunktion bei T2D im
Gesamt-Organismus [36, 38] und im Herzen [97, 99, 160-162] ist wissenschaftlich bereits
etablierte Meinung. Mittels Respirometrie konnte bereits in anderen Studien mit
Tiermodellen [163, 164] und humanen Proben [103, 104] eine verringerte OXPHOS
Kapazitit im diabetischen Myokard nachgewiesen werden. Auch Aktivititen der
Komplexe der Atmungskette scheinen bei T2D vermindert zu sein [103, 165]. Insofern
passen die beobachteten Tendenzen zu bereits bestehenden Studien und der generell
akzeptierten Meinung der mitochondrialen Dysfunktion im diabetischen Herzen. Grof3ere
Kohorten unserer Studienpopulation hdtten hier ggf. weitere Klarheit bei dann

moglicherweise signifikanten Verdnderungen liefern konnen.

Wihrend die separaten Analysen von Probanden mit und ohne SGLT2-Inhibitoren in
dieser Studie insbesondere wegen deren potenziellen Einfluss auf den KB-Metabolismus
durchgefiihrt wurden, konnte interessanterweise zwischen den SGLT2-Inhibitor-
einnchmenden Teilkohorten mit und ohne T2D, anders als zwischen den Teilkohorten
ohne SGLT2-Inhibitoren, kein Unterschied in der mitochondrialen Respiration unter
Verwendung konventioneller Substrate festgestellt werden. Zwar sind diese Ergebnisse
nicht konklusiv und auch nicht der Fokus dieser Studie, sie passen dennoch zu bereits
bestehenden Vorarbeiten [166] und der These der Verbesserung der mitochondrialen

Dysfunktion bei Diabetes mellitus durch SGLT2-Inhibitoren.

5.3.2 Intrinsische mitochondriale Funktion

Der Grad der Entkopplung (LCR), die Kopplungseffizienz (RCR) und die Limitation der
Respiration durch die ATP-Synthase (P/E Verhéltnis) unterschieden sich in dieser Studie
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nicht zwischen Kontrollen und Probanden mit T2D. In der Literatur ist iiberwiegend eine
verminderte Effizienz und vermehrte Entkopplung der Atmungskette [103, 104, 165, 167,
168], sowie eine verminderte Aktivitdt der ATP-Synthase [169, 170] beschrieben. Somit

passen diese Ergebnisse unserer Studie nur bedingt zu bisherigen Ergebnissen.

Fiir die Interpretation der Respirometrie-Ergebnisse unserer Studie bedeutet dies, dass die
beobachtete verminderte oxidative Kapazitit bei T2D womdglich nicht ausschlieBlich
durch verminderte Kopplungseffizienz, vermehrte Entkopplung oder Limitation durch
die ATP-Synthase bedingt zu sein scheint, sondern andere Mechanismen, z.B. auf

enzymaler Ebene, eine Rolle spielen konnten.

5.3.3 Ketonkorper-abhangige Respiration bei Diabetes mellitus
Typ 2

5.3.3.1 Verminderte Ketonkorper-vermittelte OXPHOS Kapazitat bei
Diabetes mellitus Typ 2

In der T2D-Studie wurde eine signifikant verringerte Ketolyse-bedingte OXPHOS
Kapazitit bei T2D ersichtlich. Ebenso wie die maximale Respiration bei Verwendung

konventioneller Substrate (siche 5.3.1) ist also auch die Respiration bei Verwendung von

KB bei T2D eingeschrénkt.

Auch wenn unsere Studie keinen Unterschied in der Konzentration zirkulierender KB
zwischen Kontrollen und T2D feststellen konnte, ist generell in der Literatur etabliert,
dass T2D mit erhohten KB-Konzentrationen im Serum [16, 70, 105, 171] und einer
vermehrten Aufnahme von KB in zur Ketolyse fdhigen Zielorgane, wie Herz oder
Skelettmuskel, [113, 114, 171] einhergeht. Da die Aufnahme von KB mal3geblich tiber
das bereitgestellte Angebot an Substraten geregelt ist [172, 173], erscheint dies plausibel.
Neuere Studien legen jedoch nahe, dass das diabetische Herz trotz vermehrter Aufnahme
nicht unbedingt auch vermehrt, sondern, ganz im Gegenteil, vermindert KB zur Ketolyse
und oxidativen Phosphorylierung verwendet [115-117]. Diese Vermutungen konnten nun
durch unsere Studie bestitigt werden, indem wir erstmals die tatsdchliche KB-vermittelte
Respiration mittels Respirometrie als bei T2D vermindert quantifizieren konnten. Auch
in der Analyse der Korrelation von zirkulierenden KB und KB-vermittelter Respiration
innerhalb der T2D-Kohorte konnte keine Assoziation nachgewiesen werden, sodass eine

Erhohung des Angebotes an KB in T2D anscheinend nicht zu einer Erhéhung der
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Kapazitit zur KB-Oxidation fiihrt. Neben dem Angebot an Substraten, spielen also vor
allem andere Mechanismen, wie Aktivitdt und Gehalt an Enzymen der Ketolyse und der
Atmungskette, eine entscheidende Rolle fiir die Moglichkeit der Energiegewinnung durch
KB. Dies unterstreicht auch die Wichtigkeit der Methode der HRR zur direkten
Quantifizierung der tatsdchlich mdglichen Respiration unter Verwendung bestimmter
Substrate und nicht das alleinige Verlassen auf Surrogat-Parameter wie Angebot oder

Aufnahme ins Gewebe.

Anders als die Respiration unter Ablauf der gesamten Ketolyse ([KL]p und [KL+ACA]p),
war die Respiration unter ausschlieBlicher Verwendung des ersten, durch BDHI
vermittelten Schritt der Ketolyse ((HBA]p) nicht bei T2D vermindert. Ebenso zeigte sich
zwar kein Unterschied in der Differenz der Respiration zwischen T2D und Kontrollen
nach Zugabe von ACA bei bereits ablaufender Ketolyse, die Ketolyse nach zusitzlicher
Gabe von ACA prisentierte sich im Verhéltnis zur maximalen Respiration bei T2D im
Vergleich zu Kontrollen aber signifikant vermindert, wohingegen die relative Respiration
durch Ketolyse ohne vorherige Gabe von ACA nicht vermindert war. Diese Ergebnisse
sprechen dafiir, dass die gemessene verminderte KB-vermittelte Respiration bei T2D
weniger durch BDH1 und den ersten Schritt der Ketolyse, sondern eher durch die
darauffolgenden Schritte, wie z.B. durch das ketolytische Enzym SCOT, ausgemacht zu
sein scheint. Bisherige Studien zeigten jedoch sowohl fiir BDHI als auch fiir SCOT eine
verminderte Expression in diabetischen Herzen [115, 116], sodass fiir unsere
Beobachtung eher eine verminderte Aktivitit von SCOT oder Effekte im Bereich der

Atmungskette ursdchlich sein kdnnten.

Bereits von Zweck et al. konnte gezeigt werden, dass T2D einen Einfluss auf die
mitochondriale Respiration hat, nicht jedoch der BMI [104]. Dennoch wurden in dieser
Studie lineare Regressionsanalysen zur Adjustierung der Respirometrie-Ergebnisse flir
die wichtigen Charakteristika Alter und BMI, in den sich beide Kohorten tendenziell
(Alter) oder signifikant (BMI) unterschieden, durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich keine
Assoziation der Respiration mit Alter und BMI und die adjustierten Ergebnisse stellten
mit der nicht-adjustierten Analyse vergleichbare Signifikanzen oder Tendenzen dar.
Somit ist davon auszugehen, dass die Ergebnisse der (KB-abhingigen) oxidativen
Kapazitdt dieser Studie durch T2D ausgemacht und nicht maf3geblich durch Alter oder
BMI beeinflusst werden.
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Da SGLT2-Inhibitoren den KB-Metabolismus beeinflussen kénnen [79] und sich beide
Kohorten in der Einnahme dieser Medikamente aufgrund deren Indikation bei T2D
unterscheiden, wurden weiterfiihrende Analysen mit Teilkohorten von Probanden mit und
ohne SGLT2-Inhibitoren durchgefiihrt und dort erneut T2D und Kontrollen verglichen.
Auch wenn ein Effekt von SGLT2-Inhibitoren auf die Respiration unter Verwendung
konventioneller Substrate nicht von der Hand zu weisen ist (siehe 5.3.1), zeigten sich fiir
die KB-abhingige oxidative Kapazitéit mit der Gesamt-Analyse vergleichbare Ergebnisse,
wobei einige Vergleiche, mdglicherweise aufgrund geringerer Teilkohorten-Grdf3e, ihre
Signifikanz verloren. Insgesamt ist somit nicht anzunehmen, dass die Ergebnisse dieser
Studie in Bezug auf die KB-Respiration durch die Medikamentenklasse der SGLT2-

Inhibitoren veridndernd beeinflusst wurden.

Generell unterstiitzen unsere Ergebnisse das Konzept der myokardialen metabolische
Inflexibilitit bei T2D [95-97, 100, 101]. So scheint das diabetische Herz nicht in der Lage
zu sein, auf KB im physiologischen Umfang zur Energiegewinnung zuriickzugreifen.
Diese Verdnderung im Myokard ist konsistent zu dhnlichen Verdanderungen der KB-
Oxidation in anderen Ketolyse-praktizierenden Organen [81]. Insbesondere relevant ist
die Verminderung der Fihigkeit der KB-Oxidation zur ATP-Generierung vor dem
Hintergrund des eigentlich erhdhten oder in den Ergebnissen unserer Studie zumindest
unveridnderten Angebots an KB bei T2D. Es besteht also ein klares Missverhiltnis

zwischen Angebot und tatséchlicher Fahigkeit zur Oxidation von KB bei T2D.

5.3.3.2 Ausblick und klinische Bedeutung der Ketonkorper im

diabetischen Herzen

Klinische Relevanz erhilt die Verdnderung der KB-Oxidation insbesondere dadurch, dass
die DbCM durch mitochondriale Dysfunktion und metabolische Einschrinkungen
ausgemacht wird (siche 1.2.4) [40, 41, 44, 45]. Die verminderte Fahigkeit zur KB-

Oxidation konnte hier also einen weiteren pathogenetischen Teilfaktor darstellen.

Es existieren bereits einige Ansdtze, die metabolischen Verdnderungen in der DbCM als
mogliche Therapieziele zu adressieren [174-176]. Der KB-Metabolismus ist in bisherigen
Uberlegungen jedoch kein explizites Therapieziel. Um der metabolischen Inflexibilitt
bei T2D entgegenzuwirken und das Herz wieder metabolisch breiter aufzustellen, konnte
es jedoch ein Ansatz sein, die Fahigkeit zur KB-Oxidation bei T2D und der DbCM zu

verbessern. Unsere Ergebnisse legen hierbei nahe, dass durch die Einschrinkung der
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Oxidation trotz erhohtem Angebot keine reine KB-Supplementation zu einer
Verbesserung des KB-Metabolismus fithren kann. Vielmehr miisste die Expression und
Aktivitdt von Enzymen der Ketolyse oder der Atmungskette direktes therapeutisches Ziel

sein, um das eigentlich hohe Angebot an KB fiir das Myokard nutzbar zu machen.

Neben der Verminderung der Fahigkeit KB als Energiesubstrate zu nutzen, konnten KB
bei T2D dennoch positive Wirkungen durch regulatorische Effekte der KB [64] auf die
DbCM haben. Die Fragen, inwiefern diese regulatorischen Effekte eine therapeutische
Rolle spielen konnten, wie die Enzyme der Ketolyse und Atmungskette als
therapeutisches Ziel genutzt werden konnen und inwieweit T2D den Stoffwechsel bei
Personen mit manifester HF verdndert, bediirfen noch weiterer Forschung und kénnten

somit von zukiinftigen Studien adressiert werden.

5.4 Limitationen

Aus den vorherigen Erlduterungen ergeben sich folgende Limitationen dieser Arbeit
beziiglich der in die Studien eingeschlossenen Individuen: Wie beschrieben, ist es aus
ethischen Griinden nur eingeschrinkt moglich, in ausreichendem Malle Myokard von
vollkommen gesunden humanen Probanden zu erhalten. In der HFrEF-Studie wies zwar
kein Proband der humanen Kontroll-Kohorte eine HF auf, dennoch konnen die bereits
herztransplantierten Patienten als Kontrollen nicht als vollkommen représentativ fiir die
Gesamtbevolkerung und vollstindig gesund angesehen werden. Bei beiden Kohorten der
T2D-Studie wurde zwar Myokard aus dem gleichen Patienten-Kollektiv entnommen,
beide Kohorten wurden aber auch hier von bereits herztransplantierten Patienten
ausgemacht, die somit auch in dieser Studie nicht als vollkommen repréisentativ fiir die
gesunde Gesamtbevdlkerung oder Typ 2 Diabetiker in der Gesamtbevolkerung angesehen
werden konnen. AuBlerdem zeigten sich jeweils zwischen den humanen Kohorten
Unterschiede in der eingenommenen Medikation. Diese sind zwar klinisch
nachvollziehbar und z.T. durch das Einteilungs-Kriterium der HFrEF und des T2D
begriindet, eine Beeinflussung des mitochondrialen Stoffwechsels ist jedoch nicht mit

vollkommener Sicherheit auszuschlief3en.

Beziiglich der Vergleichbarkeit von humanen und murinen Gruppen in der HF-Studie
wurde zwar bereits gezeigt, dass Verdnderungen der mitochondrialen Funktion bei HF

unabhingig der Genese bestehen [177], dennoch ist zu beriicksichtigen, dass die in den
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Maiusen induzierte HFrEF rein ischdmischer Genese ist und bis zur Organentnahme

kiirzer als bei den pathogenetisch heterogeneren humanen Probanden bestand.

Zudem ist zwar, aufgrund generell der limitierten Verfligbarkeit von insbesondere
humanem Myokard, in beiden Studien von eher groBen humanen Kohorten zu sprechen,
diese konnten aber dennoch mit n=35 vs. 22 bzw. n=55 vs. 55 bei den humanen Probanden
und auch mit n=8 vs. 8 bei den Miusen nicht ausreichend grof} sein, um alle Unterschiede

sicher statistisch beurteilen zu konnen.

Auch die Methode der Untersuchung der mitochondrialen oxidativen Funktion mittels
HRR geht mit Limitationen einher. So beeinflusst die Anzahl der Mitochondrien pro
untersuchter Probe zwangsliufig den gemessenen Sauerstoff-Fluss [61]. Dem kann man
versuchen, iiber die Messung der mitochondrialen Dichte einer Probe, z.B. mittels
Messung der CSA zu begegnen und die Respirometrie-Ergebnisse darauf zu
normalisieren [61]. Eine Messung der CSA oder andere iiber die HRR hinausgehende
Analysen waren jedoch aufgrund der limitierten Menge an Probenmaterial im Rahmen
der Biopsie-Entnahme in den humanen Kohorten beider Studien nicht méglich. Wéhrend
zwar eine Messung der CSA in den murinen Gruppen erfolgte, ist die CSA jedoch generell
im Skelettmuskel deutlich besser etabliert als im Myokard [61, 131]. Aufgrund des
deutlich geringeren Aufwandes an Finanzen und Ressourcen, wurde die Bestimmung der
CSA dennoch der nach wie vor den Goldstandard darstellenden Transmissions-
Elektronen-Mikroskopie [61] vorgezogen. Auch wenn bereits gezeigt wurde, dass die
mitochondriale Dichte in diabetischem Myokard unverindert [178] oder sogar erhoht ist
[179], ist insofern eine Beeinflussung der Respirometrie durch Unterschiede der
mitochondrialen Dichte der Proben nicht sicher auszuschlieBen und auch in den murinen
Gruppen die Messung der CSA moglicherweise nicht vollkommen reprisentativ fiir die

tatsdchliche mitochondriale Dichte im Myokard.

Zudem werden HRR-Messungen mit geséttigten Konzentrationen von Sauerstoff, ADP
und allen im Rahmen der SUIT-Protokolle zugegebenen Substanzen durchgefiihrt, um die
maximal mdgliche Respiration zu messen und die Messung nicht durch zu geringes
Substrat-Angebot félschlich zu verringern [58, 81]. Dies stellt zwar den Goldstandard zur
Quantifizierung der Respiration dar [57], dennoch sind alle HRR-Ergebnisse insofern als

maximal mogliche, in vitro gemessene Respiration zu interpretieren. Sie spiegeln also
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nicht in jedem Fall die tatséchliche in vivo Respiration wider, da hier auch teils geringere

Konzentrationen an Sauerstoff, ADP oder Substraten vorliegen kdnnen.

Aufgrund von Limitation der Menge an moglichem Probenmaterial und der Anzahl an
zur Verfiigung stehenden Oxygraphen, konnte jedes HRR-Protokoll bei den EMB-Proben
zudem nur in je einer Kammer und bei den humanen HTX-Proben und murinen Proben
nur maximal in je zwei Kammern gleichzeitig gemessen werden. Mehr simultane
Messungen von Proben eines Individuums hitten hier {iber die Bildung von Mittelwerten

moglicherweise robustere Ergebnisse liefern konnen.

Fiir die Einordnung der Ergebnisse der KB-abhéngigen oxidativen Kapazitt ist der Blick
auf weitere Facetten des KB-Metabolismus zwingend erforderlich. Hier sind in der
Literatur die Expression von ketolysierenden Enzymen, die kardiale KB-Aufnahme und
die Serum-KB-Konzentrationen sowohl bei HF [17, 77, 105] als auch bei T2D [16, 98,
115-117, 171] bereits beschrieben. Da der klare Fokus unserer Studie hier auf der
Quantifizierung der KB-abhdngigen mitochondrialen Respiration lag, wurde in dieser
Studie aus Griinden von Kosten und Praktikabilitit die Serum-KB-Konzentrationen
mittels Point-of-Care Ketonmeter bestimmt und so ausschlieBlich die HBA-
Konzentration gemessen. Zwar nimmt HBA den mit Abstand grofften Anteil der
zirkulierenden KB ein [46] und kann somit durchaus als reprisentativ angesehen werden,

dennoch erfolgte so keine Erfassung aller zirkulierenden KB.
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6 Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten auf divergierende Verianderungen der KB-
abhéngigen mitochondrialen Kapazitét zur oxidativen Phosphorylierung im Myokard bei

HFrEF und im diabetischen Herzen im Vergleich zu jeweiligen Kontrollen hin.

Wihrend in der HFrEF die maximale oxidative Kapazitit vermindert ist, ist die Kapazitit,
KB zur oxidativen Phosphorylierung zu verwenden, erhalten. Die relative Kontribution
der KB zur maximal moglichen oxidativen Phosphorylierung ist so erhoht. Gleichzeitig
ist das Substratangebot durch erhohte Konzentrationen an zirkulierenden KB vermehrt.
Erhohte Serum-KB-Konzentrationen gehen innerhalb der HFrEF jedoch mit einer
geringeren Kapazitit der KB-Oxidation einher. Diese metabolische Maladaption liefert
einen moglichen Beitrag zur Erkldrung des sogenannten Ketonkorper-Paradoxons.
Generell unterstreichen die Ergebnisse unserer Studie die relevante Rolle von KB als

Energiesubstrate in der HFrEF.

Bei T2D ist die maximale Kapazitit der oxidativen Phosphorylierung tendenziell
ebenfalls vermindert. Die Kapazitit, KB zur oxidativen Phosphorylierung zu verwenden,
ist hier jedoch auch verringert, wobei insbesondere spdtere Schritte der Ketolyse und die
Atmungskette an sich betroffen zu sein scheinen. Das Herz bei T2D kann das Angebot an

KB also nur vermindert zur Energiegewinnung nutzen und ist metabolisch inflexibel.

Sowohl bei HFrEF als auch bei T2D stellt der KB-Metabolismus daher ein potenzielles
therapeutisches Ziel dar. Der therapeutische Ansatz unterscheidet sich jedoch: In der
HFrEF ist die Kapazitit der myokardialen KB-Oxidation erhoht, weshalb insbesondere
die Steigerung der Substratverfiigbarkeit von KB pathogenetisch sinnvoll erscheint. Bei
T2D ist hingegen die Fihigkeit der myokardialen KB-Oxidation vermindert. Hier konnte
eine  Optimierung dieser metabolischen Inflexibilitit und  verminderten
Substratverarbeitung durch Interventionen im Bereich von Enzymen der Ketolyse oder

der Atmungskette einen therapeutischen Ansatz darstellen.

Die hier vorliegenden primir assoziativen Daten bediirfen zukiinftig jedoch noch weiterer
prospektiver Studien, um die zugrundeliegenden Mechanismen und potenziellen

therapeutischen Wirksamkeiten genauer zu untersuchen.
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