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Pravalenz der idiopathischen DCM von 36,5 pro 100 000 Einwohner und Einwohnerinnen’,
etwa zur gleichen Zeit wurden Daten in zwei Regionen in England ausgewertet, welche eine
Pravalenz von 8,3 pro 100 000 Einwohner bestimmte, weitere epidemiologische Daten aus
Japan ergaben einen Wert von 14 pro 100 000 Einwohner**®. Die Bedeutung der Erkrankung
trotz dieser uneindeutigen Zahlen wird bei Betrachtung der Folgen der Erkrankung klar. Die
DCM ist die haufigste Ursache fiir Herztransplantationen weltweit”.

Die klinische Manifestation der Erkrankung tritt haufig zwischen dem 30. und 50. Lebensjahr
auf, aber auch deutlich friilhere Erstdiagnosen, vor allem bei familidarem Auftreten sind nicht
ungewdhnlich’.

Es sind verschiedenste Atiologien der Erkrankung bekannt, grundsétzlich kann in erworbene
und genetische Ursachen unterteilt werden, wobei dies nicht bedeutet, dass sich beides ge-
genseitig ausschlielt. Erworbene Ursachen umfassen Drogen, vor allem Alkohol, Medika-
mente und besonders der Begriff der inflammatorischen dilatativen Kardiomyopathie gewinnt
zunehmend an Bedeutung®. Virale Infektion, autoimmune Erkrankungen wie Sarkoidose und
andere Faktoren triggern eine inflammatorische Reaktion des Korpers, beginnend mit einer
Kaskade an pro-inflammatorischen Zytokinen, gefolgt von eine Immunantwort die in einigen
Fallen zu linksventrikularer Dysfunktion und Dilatation fihrt®. So wird beispielsweise davon
ausgegangen, dass bei 30-70% der Falle von DCM, der Erkrankung eine virale Myokarditis

t'°. Des Weiteren konnten bei mehr als der Halfte der DCM-Patienten virale

voran gegangen is
Bestandteile im Myokard nachgewiesen werden'". Die Haufigkeit einer genetischen Verande-
rung als Ursache der Erkrankung wird mit 20-37% angegeben, wobei bis heute mehr als 50
verschiedene involvierte Gene bekannt sind und bei Uber 38% der Patienten zwei oder mehr
veranderte Genvarianten gemeinsam gefunden wurden'?'*'4'®_Die in die Entwicklung einer
DCM involvierten Gene kdnnen anhand der ausgeldsten Dysfunktion in mehrere Untergruppen
unterteilt werden. Die haufigste Veranderung betrifft das Sarkomer der Kardiomyozyten und
somit die kleinste strukturelle Einheit der Herzmuskelzelle. Varianten des gréRten Proteins des
Sarkomers, des Titins werden in 20-25% der familiar auftretenden Falle der DCM gefunden
und folgen hier einem autosomal dominanten Erbgang'’. Weitere Untergruppen der geneti-
schen Veranderungen betreffen das Zytoskelett der Kardiomyozyten, die fur die intrazellulare
Adhasion verantwortlichen Desmosomen oder die Lamina des Zellkerns der Herzmuskelzel-
len'®. Kann weder eine erworbene Ursache, noch eine genetische Veranderung als Ausléser
der Erkrankung identifiziert werden, spricht man von idiopathischer DCM.

Die vielen verschiedenen Atiologie manifestieren sich alle in den charakteristischen phanoty-

pischen Merkmalen der DCM die zu den beiden Hauptdiagnosekriterien fihren:

" Aus Griinden der besseren Lesbarkeit wird im weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit auf die gleich-
zeitige Verwendung geschlechtsspezifischer Sprachformen verzichtet. Samtliche Personenbezeichnun-
gen gelten gleichwohl fur alle Geschlechter.
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Linksventrikulare Dysfunktion, dargestellt durch eine verminderte Ejektionsfraktion unter 45%
und linksventrikulare Dilatation, definiert als vergréRerter enddiastolischer Durchmesser auf
Uber 112%, des auf Alter und Kérperoberflache abgestimmten Normwertes'®. Wichtig ist der
Ausschluss von Erkrankungen, die zu chronischer Druck- oder Volumenbelastung des Her-
zens fuhren wie die arterielle Hypertonie, Herzklappeninsuffizienz oder ischamische Erkran-

kungen des Herzens. Goldstandard der Diagnostik ist die Echokardiographie.

2.1.1. Pathophysiologie

Abhangig von der Atiologie der DCM kommt es aus unterschiedlichen Griinden zu einer ver-
minderten Kontraktionsfahigkeit der Kardiomyozyten, was haufig die initiale pathophysiologi-
sche Ursache der Erkrankung ist. Die verminderte Auswurfleistung des Herzens fuhrt zu ha-
modynamischen Veranderungen wie ein reduzierter systemischer arterieller Druck, reduzierter
renaler Blutfluss, Abnahme der Aktivierung von Barorezeptoren im linken Ventrikel, Sinus ca-
roticus und Aortenbogen.

Durch die verminderte Aktivierung der Barorezeptoren werden kardioregulatorische Zentren
des zentralen Nervensystems aktiviert, was eine systemische Vasokonstriktion zur Folge hat.
Des Weiteren fuhrt es zur Ausschittung des antidiuretischen Hormons Vasopressin (ADH). In
der Niere bewirkt Vasopressin die verminderte Ausscheidung von Wasser Gber den Urin. Zu-
sammen fluhren diese Mechanismen zu einem Anstieg des Blutdruckes.

Pathophysiologisch von Bedeutung ist auRerdem das Renin-Angiotensin-Aldosteron System
(RAAS) welches durch die zuvor bereits erwahnte Minderdurchblutung der Niere aktiviert wird.
Das Enzym Renin wird im juxtaglomerularen Apparat der Niere vermehrt ausgeschuttet und
katalysiert die Umwandlung von Angiotensinogen in Angiotensin 1. Durch die Spaltung von
Angiotensin 1, katalysiert durch das Angiotensin-konvertierende Enzym (ACE), entsteht Angi-
otensin 2, ein Peptidhormon welches durch Bindung an den Angiotensin-Rezeptor-1 die Va-
sokonstriktion des Gefalisystems noch verstarkt. Angiotensin 2 bewirkt aulRerdem die Freiset-
zung von Aldosteron aus der Nebennierenrinde, ein Kortikosteroid welches die Ruckresorption
von Natrium und Wasser in der Niere férdert und somit das Blutvolumen und folglich den Blut-
druck anhebt.

Diese, initial das verminderte Schlagvolumen kompensierenden Mechanismen begunstigen
langfristig, durch eine dauerhafte Druck- und Volumenbelastung des linken Ventrikels die Pro-
gression der Herzinsuffizienz.

Den hamodynamischen Veranderungen folgen strukturelle Veranderungen des Myokards die
als maladaptives kardiales Remodeling bezeichnet werden. Ursachlich sind, neben der die
DCM ausldsenden Atiologie (z.B. Viren/Toxine), die chronische Volumenbelastung des Her-
zens sowie eine Ischamie des Myokards durch mikrovaskuléare Dysfunktion, dauerhafte neu-

rohumorale Aktivierung, sowie Zytokine. Dem Remodeling unterliegende molekulare
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Mechanismen bestehend aus einem hochkomplexen Netzwerk zellularer Signalkaskaden, die
bis heute unvollstandig verstanden sind. Zunachst finden strukturelle Veranderungen der Kar-
diomyozyten selbst statt, die Zellen werden zunehmend hypertroph.

Die Zellen umgebend befindet sich die extrazellulare Matrix, diese besteht zu einem Grol3teil
aus von Fibroblasten sezerniertem Kollagen Typ 1 und 3. Bei vielen kardialen Erkrankungen
und so auch bei der DCM findet sich eine Vermehrung des Anteils an kardialem Interstitium
im Vergleich zu dem Anteil an Zellen unter anderem durch zunehmende Odembildung, Abla-
gerung von Kollagen und weiterer Protein-Ansammlung. Die Ablagerung besonders von Kol-
lagen Typ 1 fordert die fortschreitende Fibrosierung des Myokards. Die erhdhte Expression
von Kollagen geht einher mit der Proliferation von Fibroblasten zu Myofibroblasten. Ein be-
kannter Mechanismus der Fibrosierung ist die Stimulation der Kollagen 1 und 3 Produktion
durch den Wachstumsfaktor TGF-3, welcher wiederum durch das im RAAS System aktivierte
Angiotensin 2 stimuliert wird®.

Die zunehmende Fibrosierung resultiert in einer Versteifung des Herzens, was zum einen die
Relaxation des Myokards stort und zum anderen die Reizweiterleitung zwischen den Kardio-
myozyten beeintrachtigt. Nachdem alle Kompensationsmechanismen des kardiovaskularen
Systems ausgeschoépft sind, fihren die genannten pathophysiologischen Prozesse zur Aus-
pragung des klinischen Bildes der Herzinsuffizienz.

Im Rahmen dieses Krankheitsbildes spielt der Begriff der endothelialen Dysfunktion eine ent-
scheidende Rolle, anschaulich zu sehen an der Korrelation mit der Morbiditat und Mortalitat.
Die endotheliale Dysfunktion ist charakterisiert durch ein Ungleichgewicht zwischen endothe-
lial vermittelten vasodilatorischen und vasokonstriktiven Stimuli. Entscheidend in diesem Un-
gleichgewicht ist die Verringerung der Bioverfligbarkeit von Stickstoffmonoxid (NO), einem
Signaltransduktor mit sehr kurzer Halbwertszeit, welcher in der Lage ist frei durch Zellmemb-
ranen zu diffundieren. Uber die Aktivierung der léslichen Guanylatzyklase (sGC) fiihrt NO zur
Relaxation von glatten Muskelzellen und hat so eine enorm vasodilatierende Wirkung. Gebildet
wird NO im vaskularen System von der endothelialen NO-Synthase (eNOS), dabei wird unter
Verbrauch von NADPH und O, aus dem Substrat L-Arginin L-Citrullin und NO gebildet®'. Der
Zusammenhang zwischen NO und der Herzinsuffizienz besteht in der verminderten Aus-
wurfleistung des Herzens im Rahmen der Herzinsuffizienz, dies flhrt zu einer Reduktion des
Blutflusses in der Peripherie, wodurch sich der Scherstress auf die Gefalte reduziert. Da die
eNOS-Aktivitdt abhangig von diesem Scherstress ist, verringert sich bei Verminderung des
Blutflusses auch die NO vermittelte Vasodilatation der GefaRe®?. Ein weiterer Mechanismus
Uber den die Bioverfligbarkeit von NO reduziert wird ist die vermehrte Bildung reaktiver Sau-
erstoffspezies (ROS). ROS sind aus molekularem Sauerstoff gebildete toxische Derivate mit
einer hohen Reaktivitat. Sie werden im vaskularen System unter anderem von der NAD(P)H-

Oxidase und der Xanthinoxidase gebildet, beide Enzyme konnten bei Herzinsuffizienz mit
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erhéhter Aktivitat nachgewiesen werden?. Ein Beispiel fir die Reaktivitat der ROS ist das Su-
peroxid-Anion, es reagiert sehr schnell mit NO unter Bildung von Peroxynitrit. Neben der er-
hoéhten Produktion von ROS ist auch deren Abbau bei der Herzinsuffizienz eingeschrankt. Es
konnte bei HI-Patienten eine verminderte Aktivitat der Superoxid-Dismutase, welche flir der
Abbau des Superoxid-Anions verantwortlich ist, festgestellt werden?. Da die reaktiven Sauer-
stoffspezies zu verstarktem oxidativem Stress und somit zu verstarkter Inflammation des Ge-
webes beitragen, wird den genannten Prozessen in dieser Arbeit eine enorme Bedeutung zu-
kommen und es wird in folgenden Kapiteln noch verstarkt darauf eingegangen werden.

Die Auswirkungen der reduzierten Bioverfugbarkeit von NO auf die Herzinsuffizienz sind viel-
faltig. Die verminderte Vasodilatation fuhrt zunachst zu koronarer sowie systemischer Minder-
perfusion des Gewebes. Dies wird noch verstarkt, da die Engstellung der peripheren Gefalte

eine Nachlasterh6hung des Herzens bedeutet, was die Auswurfleistung weiter reduziert.

2.1.2. Klinik

Die klinische Auspragung der DCM ist beinahe unabhangig von deren Atiologie und prasentiert
sich im fortgeschrittenen Stadium als Herzinsuffizienz, wobei die DCM die dritthaufigste Ursa-
che fiir chronische Herzinsuffizienz weltweit ist’. Symptome sind auf das Vorwarts- und Riick-
wartsversagen des Herzens zurickzufliihren und umfassen Dyspnoe, Schwellung der Beine,
Mudigkeit, Leistungsminderung und Brustschmerzen. AuRerdem kénnen Komplikationen wie
Herzrhythmusstérungen und Zeichen der Dekompensation bis hin zum kardiogenen Schock
auftreten.

Die Herzinsuffizienz wird nach der New York Heart Association Klassifikation in vier Stadien
eingeteilt. Urspriinglich von der New York Heart Association bereits 1928 veroffentlicht, ist
diese Klassifikation auch im deutschsprachigen Raum in den Leitlinien der Deutschen Gesell-
schaft fur Kardiologie zu finden. Hervorzuheben im Kontext dieser Arbeit ist, dass die Eintei-
lung durch Ermittlung der Belastungsfahigkeit der Patienten erfolgt, was die Bedeutung von
regelmafigem Ausdauertraining fur die Entwicklung der Erkrankung bereits in der Basisdiag-
nostik unterstreicht. Die Stadien werden wie folgt definiert:

Stadium |: Herzerkrankung ohne kérperliche Limitation. Alltagliche korperliche Belastung ver-
ursacht keine inadaquate Erschopfung, Rhythmusstorungen, Luftnot oder Angina pectoris.
Stadium |I: Herzerkrankung mit leichter Einschrankung der korperlichen Leistungsfahigkeit.
Keine Beschwerden in Ruhe. Alltagliche koérperliche Belastung verursacht Erschépfung, Luft-
not oder Angina pectoris.

Stadium lIl: Herzerkrankung mit hdhergradiger Einschrankung der korperlichen Leistungsfa-
higkeit bei gewohnter Tatigkeit. Keine Beschwerden in Ruhe. Geringe korperliche Belastung

verursacht Erschépfung, Luftnot oder Angina pectoris.
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Stadium IV: Herzerkrankung mit Beschwerden bei allen kérperlichen Aktivitaten und in Ruhe,
Bettlagerigkeit.

Interessant ist auBerdem die Betrachtung der Lebensqualitédt von Patienten mit Herzinsuffizi-
enz. Die Lebensqualitat spiegelt die klinische Auspragung einer Erkrankung sowie deren The-
rapieoptionen in einer au3ergewodhnlich multidimensionalen Weise wider, aul3erdem ist eine
niedrige Lebensqualitat assoziiert mit erhdhter Hospitalisierungs- und Mortalitatsrate®.

Ein progressiver Verlauf der Erkrankung ist charakteristisch, frihere Studien gaben an, dass
50% der Patienten innerhalb von finf Jahren nach Diagnosestellung ohne Herztransplantation
versterben, davon die Halfte an plétzlichem Herztod und die anderer Halfte an Pumpversa-
gen®. Langeres Uberleben konnte in den letzten Jahren durch verbesserte Therapiemdglich-
keiten der Herzinsuffizienz erreicht werden. So konnten neuere Studien ein Uberleben von

80% der Patienten ohne Herztransplantation nach achtjahrigem Follow-up nachweisen?®.

2.1.3. Therapie

Die Medikamentose Therapie der DCM entspricht mit wenigen Ausnahmen der Therapie der
Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion (HFrEF), wobei zwischen prognose- und
symptomverbessernden Medikamenten unterschieden wird. Eine Studie von Merlo et al. un-
tersuchte den Erfolg der Therapie der idiopathischen dilatativen Kardiomyopathie im Verlauf
der letzten 30 Jahre und konnte bemerkenswerte Erfolge, gerade in Bezug auf die prognose-
verbessernden Medikamentengruppen der ACE-Inhibitoren (beziehungsweise alternativ die
Angiotensin-Rezeptor-Blocker) und Betablocker darstellen. Patienten wurden retrospektiv in
drei Gruppen eingeteilt. Gruppe 1 bezieht sich auf den Diagnosezeitpunkt zwischen 1978 bis
1987, Gruppe 2 auf die Jahre von 1988 bis 1997 und Gruppe 3 auf 1998 bis 2007. ACE-
Inhibitoren/Angiotensin-Rezeptor-Blocker wurden bei 34%, 93% und 93% der Patienten ver-
teilt auf Gruppe 1,2 und 3. verschrieben. Bei Betablockern lag die Verteilung bezogen auf die
genannten Gruppen bei 11%, 82% und 86%. Das Uberleben nach 8-Jahrigem Follow-up ohne
Herztransplantation zeigt mit den Ergebnissen von 55%, 71% und 87% fir Gruppe 1,2 bzw. 3
die enormen Auswirkungen der verbesserten medikamentdsen Therapie?.

Die genannten Medikamente modulieren das unter Abschnitt 2.1.1. beschriebene veranderte
Renin-Angiotensin-Aldosteron System und das Sympathische-Nervensystem. AuRerdem zu
nennen ist der in der ESC-Leitlinie von 2021 als Ersatz flir ACE-Inhibitoren aufgefuhrte Wirk-
stoff der Angiotensin-Rezeptor-Neprilysin Inhibitoren (ARNI), denn er wird nicht nur als Ersatz,
sondern eventuell sogar als Mittel der Ersten Wahl genannt. ARNIs sind eine Fixkombination
aus einem das RAAS beeinflussenden Angiotensin-Rezeptor-Blocker und einem Neprilysin-
Inhibitor. Neprilysin ist ein Enzym, das vasoaktive Peptide wie ANP und BNP abbaut, diese

Peptide haben eine vasodilatierende Wirkung und férdern die Natriurese und Diurese in der
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Niere. Hemmung von Neprilysin verstarkt also diese Effekte, aulerdem werden maladaptive
kardiale Umbauvorgénge gehemmt?’.

Studien zufolge senkt der Wirkstoff Sacubitril/Valsartan die Mortalitat von Patienten mit einer
LVEF unter 40% im Vergleich zur Therapie mit ACE-Inhibitoren signifikant. AuRerdem verbes-
serten sich Symptome und die Lebensqualitat der Patienten?’. Derzeit empfohlen wird die Um-
stellung der ACE-Inhibitor Therapie von ambulanten Patienten mit HFrEF auf den Wirkstoff
Sacubitril/Valsartan, bei Patienten mit unzureichender Symptomkontrolle trotz optimaler The-
rapie.

Weitere, ebenfalls prognoseverbesserndes Mittel der ersten Wahl, welche in Kombination mit
ACE-Inhibitoren und Betablockern eingesetzt werden sollten, sind Mineralkortikoidrezeptor-
Antagonisten und SGLT-2 Inhibitoren. SGLT-2 Inhibitoren gehéren zu der Gruppe der Antidi-
abetika, sie hemmen insulinunabhangig den renalen Glukosetransporter SGLT-2 im proxima-
len Tubulus und konnten nachgewiesenermafien die Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten der
primaren Endpunkte Hospitalisierungsrate und Tod senken?®,

In der Gruppe der symptomverbessernden Medikamente gilt es insbesondere die Diuretika zu
nennen. Es ist keine Morbiditats- oder Mortalitdtsverbessernde Wirkung nachgewiesen und
Ziel der Therapie sollte die Einnahme der geringsten moglichen Dosis sein, um eine Euvolamie
zu halten®.

Interessant ist die MAglichkeit der zielgerichteten medikamentésen Therapie der DCM bei ei-
nigen bekannten Atiologien. Eine der Empfehlungen der ESC beschreibt in diesem Zusam-
menhang konkret, dass nach Diagnose von nicht infektiéser inflammatorischer DCM eine im-
munmodulatorische und/oder immunsuppressive Therapie in Betracht gezogen werden
sollte®®. Bei Patienten mit nicht infektiéser Myokarditis und Herzinsuffizienz konnte nach im-
munsuppressiver Therapie eine signifikante Verbesserung der linksventrikulare Ejektionsfrak-
tion sowie des enddiastolischen Volumens nachgewiesen werden®'. Zugrundeliegende Me-
chanismen dieser bemerkenswerten Feststellung bedurfen definitiv weiterer Abklarung.

Trotz enormer Fortschritte, die in den letzten Jahren in der Diagnostik und besonders in der
medikamentdsen Therapie der DCM eingetreten sind, wird die 5-Jahres-Mortalitat der Erkran-
kung mit 15-25% angegeben®. Es gilt auRerdem zu unterstreichen, dass DCM-Patienten sich
deutlich von anderen Patienten mit Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion unter-
scheiden. Sie sind im Durchschnitt jinger und weisen so haufig auch weniger Komorbiditaten
auf. Trotzdem erhalten sie genau dieselbe medikamentdse Therapie und das, wegen des
frGheren Erstdiagnosezeitpunktes Uber einen noch langeren Zeitraum hinweg. Diese Tatsache
hebt die Notwendigkeit hervor, eine zielgerichtetere Therapie der Erkrankung zu etablieren,
welche nicht nur das symptomatische Endstadium der DCM behandelt, sondern in die Ent-
wicklung der Erkrankung einzugreifen vermag. Eine Mdglichkeit hierfir kénnte regelmaiiiges

Ausdauertraining der Patienten sein. Die positiven Effekte sind vielfach nachgewiesen,
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zugrundeliegende Mechanismen, insbesondere im Zusammenhang mit inflammatorischen

Prozessen bendtigen weiterer grundlagenwissenschaftlicher Abklarung.

2.1.4. Die Bedeutung der Inflammation fur die DCM

Inflammation ist ein wichtiger Aspekt in der Pathophysiologie vieler kardiovaskularer Erkran-
kungen, wobei die klassische Rolle der Entziindung in der Reaktion auf Schadigung der Zellen
oder des Gewebes liegt. Kontrollierte, lokale Entziindungsreaktionen férdern die Heilung,
UberschielRende oder fehlregulierte Entziindungsreaktionen kénnen zu weiteren Schaden und
Krankheitsprogress fuhren.

Der Rolle der Inflammation flr die Pathophysiologie der dilatativen Kardiomyopathie wird im-
mer mehr Bedeutung beigemessen, besonders der Zusammenhang zwischen Myokarditis und
DCM steht haufig im Fokus. Die Myokarditis wird teilweise als Vorlaufer der idiopathischen
DCM diskutiert, wobei eine erste Phase der Infektion und primaren Entziindungsreaktion, eine
zweite Phase, gepragt von autoimmun vermittelter ventrikularer Dysfunktion und die dritte
Phase mit der Entwicklung zur DCM unterschieden wird>***,

AuRerdem untersucht wird die Kombination aus genetischer Disposition und zusatzlich erwor-
benem Ausléser. Grundlage der Diskussion ist, dass Studien zufolge bei einem von vier Pati-
enten mit diagnostizierter DCM mehr als ein Ausldser fir die DCM gefunden werden konnte.
Bei 76% der DCM-Patienten konnten virale Bestandteile und bei 41% verstarkte Inflammation
des Myokards nachgewiesen werden. Obwohl 90% der Menschen den untersuchten Viren im
Laufe ihres Lebens ausgesetzt sind, entwickeln nur wenige von ihnen eine DCM*®. Zusatzlich
zu einer bereits bestehenden genetisch bedingten Kardiomyopathie kdnnten erworbene Aus-
|6ser wie Autoimmunerkrankungen, virale Infektionen oder Toxine, die den Entziindungsstatus
des Myokards weiter verschlechtern also zur Entwicklung der DCM fiihren. Verbesserter Wis-
senstand Uber diese Zusammenhange konnten Erkrankungen verhindern.
Pathophysiologisch betrachtet ist die dauerhafte Stimulation der Adrenozeptoren des Myo-
kards, welche in erster Linie die eingeschrankte kardiale Funktion der Herzinsuffizienz durch
Erhéhung der Herzfrequenz und Verstarkung der Inotropie kompensieren soll, ein grundlegen-
des Problem. Die dauerhafte Uberbelastung des Myokards fiihrt langfristig zu apoptotischem
Zelltod und maladaptivem Remodeling®®. AuRerdem zeigen in vivo Untersuchungen, dass eine
Stimulation der B-Adrenozeptoren zu erhéhter Expression und Protein-Konzentration des Tu-
mornekrosefaktor-a (TNF-a), Interleukin-1B (IL-1B) und Interleukin-6 (IL-6) im Myokard fuihrt*’.
Uber die B,-Adrenozeptoren wird auRerdem das RAAS-System vermehrt aktiviert, Folgen sind
bereits genannte Prozesse wie periphere Vasokonstriktion und Antinatriurese, aber auch pro-
inflammatorische Prozesse wie die Superoxid-Produktion und die lokal verstarkte Expression

von TNF-a, IL-6 und TGF-B %%, Umgekehrt konnte klinisch nachgewiesen werden, dass die
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Behandlung mit Betablockern die verstarkte Expression von TNF-a und IL-6 bei HI-Patienten
hemmt*,

Die genannten pro-inflammatorischen Zytokine sind Proteine, welche als Botenstoffe dienen
und bei Reaktionen des Immunsystems ausgeschuttet werden, untere anderem, um Abwehr-
zellen anzulocken und zu aktivieren. Diese pathophysiologisch eigentlich positiven Effekte
scheinen im Rahmen der Herzinsuffizienz von negativen Auswirkungen begleitet zu sein. In
vivo konnte gezeigt werden, dass intravenose Injektion von rekombinanten humanen TNF-a
zu reversibler linksventrikularer systolischer und diastolischer Dysfunktion fihrt*'. Pro-in-
flammatorische Zytokine verstarken nicht nur die Bildung von atherosklerotischen Plaques und
die Progression der Plaqueinstabilitdt, dauerhafte Uberexpression von TNF-a, Interleukin-1
(IL-1) und Interleukin-8 (IL-8) korrelieren auch mit der Progression der DCM*2*3, Der IL-6-Plas-
maspiegel konnte aulRerdem als unabhangiger Vorhersagewert fir die kombinierten End-
punkte der Herzinsuffizienz: Tod, kardiale Dekompensation und Notwendigkeit einer Herz-
transplantation identifiziert werden*.

Unklar bleibt bislang die Art und Weise wie die pro-inflammatorische Zytokine ihren negativen
Einfluss ausliben. Es wurden bereits direkte und indirekte Wege beschrieben, Gber die Zyto-
kine den Metabolismus der Kardiomyozyten beeinflussen, ein direkter ist die Inhibition von
Phospholamban, einem Schliisselregulator der kardialen Kontraktilitat, durch IL-1°. AuRer-
dem gilt es die Induktion der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) durch IL-1 und TNF-a zu
nennen*®. Die INOS ist, im Gegensatz zu der endothelialen NO-Synthase, eine nicht konstitutiv
vorkommende Isoform des Enzyms, welche in Makrophagen und Mikrogliazellen induziert wer-
den kann und dann in der Lage ist weit hdhere NO-Konzentrationen zu generieren, welche
unter anderem der Pathogenabwehr dienen. Erhéhte iINOS-Konzentrationen konnten im Myo-
kard von Herzinsuffizienzpatienten festgestellt werden und erhdhte NO-Konzentrationen des
Myokards mit einem negativen Effekt auf die Inotropie in Verbindung gebracht werden*"2,
Ein weiterer mechanistischer Zusammenhang zwischen Inflammation und kardialer Funktion
kdnnte durch das leukozytéare Enzym Myeloperoxidase (MPO) vermittelt sein. MPO spielt eine
mafgebliche Rolle in der primaren Immunantwort, gleichzeitig vermittelt es vermehrten oxida-
tiven Stress und erhdhten peripheren Gefaldwiderstand. Wie genau MPO Einfluss auf die kar-
diale Funktion im Rahmen der DCM, besonders in Verbindung mit Belastungstraining nimmt,

soll im folgenden Abschnitt erlautert werden.
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2.2 Myeloperoxidase

2.2.1. Vorkommen und Struktur

Das Enzym Myeloperoxidase stellt mit ungefahr 5% einen Hauptbestandteil des Proteingehalts
polymorphkerniger neutrophiler Granulozyten dar*®. Es wird in azurophilen Granula gespei-
chert und bei Aktivierung der Zelle in Phagosomen und den extrazellularen Raum freigesetzt.
Synthetisiert wird das Enzym wahrend der Reifung myeloischer Zellen im Knochenmark, wobei
die Synthese beendet ist, bevor die Granulozyten in den Blutkreislauf entlassen werden.
MPO ist auerdem in deutlich geringeren Mengen nachweisbar in Monozyten sowie Ge-
websmakrophagen. Monozyten verlieren ihren MPO-Gehalt wahrend der Ausreifung zu Mak-
rophagen, sodass Makrophagen MPO lediglich durch Phagozytose polymorphkerniger Gra-
nulozyten oder freien MPOs aufnehmen kénnen®. AuRerhalb der myeloischen Zellreihe ist
MPO auflerdem in den Kupferzellen der Leber, in Mikroglia und in den Pyramidenzellen des
Hippocampus nachweisbar®'2.

MPO ist ein ca. 150 kDa schweres Hamprotein und weist eine homodimere Struktur auf, wobei
jedes Monomer aus einer schweren und einer leichten Kette zusammengesetzt ist®®. Die cha-
rakteristische funktionelle Ham-Gruppe befindet sich kovalent gebunden an die groRe Kette
des Enzyms, sie ist unter anderem verantwortlich fiir die typische griine Farbung®*. Von Be-
deutung ist aullerdem der hohe Arginin- und Lysin-Gehalt des MPO, dadurch wird es zum

stark kationisch geladenen und basischen Protein.

2.2.2. Pathogenabwehr und katalytische Aktivitat

Das Hauptvorkommen von MPO in neutrophilen Granulozyten legte anfanglich den Ruck-
schluss nahe, dass MPO seine Hauptaufgabe in der Abwehr von Pathogenen hat. Neutrophile
Granulozyten spielen eine essenzielle Rolle in der angeborenen Immunantwort. Sie gehdren
zu den ersten Immunzellen, die betroffene Regionen infiltrieren und dort entsprechende Noxen
phagozytieren, oder mikrobizide Bestandteile unschadlich machen. Stimuli fir die Aktivierung
der Granulozyten sind unter anderem Pathogene wie Bakterien oder apoptotische korperei-
gene Zellen.

Die Rekrutierung der neutrophilen Granulozyten aus der passiven Zirkulation im Blutkreislauf
heraus an den Ort des Geschehens erfolgt durch sogenannte Chemotaxine, welche in Form
von Komplement-Faktoren, Leukotrienen, Chemokinen oder N-formulierten Peptiden auftreten
kénnen, wobei vor allem die CXC-Chemokine wie IL-8 eine entscheidende Rolle spielen®. Der
Vorgang der Migration setzt sich aus den einzelnen Prozessen Adhasion, Aktivierung, Trans-
migration und Chemotaxis der PMN zusammen. Im extraluminalen Raum angelangt, folgt die
Fortbewegung der Zelle entlang eines Konzentrationsgradienten von Chemotaxinen, wobei

PMN in der Lage sind, einen Gradienten von <1% pro Zelllainge wahrzunehmen®®.
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Bemerkenswerterweise konnte bereits gezeigt werden, dass auch freies MPO in der Lage ist
in den intrazelluldren Raum zu gelangen. Bei Bertuhrung der GefalRwand, interagiert das positiv
geladene MPO mit dem negativ geladenen Heparansulfat-Glykosaminoglykan (GAG) und
kann durch Transzytose in die Endothelzelle und den subendothelialen Raum gelangen.

Am Ort des Geschehens folgt die Pathogenabwehr der neutrophilen Granulozyten durch oxi-
dative und nicht-oxidative Strategien. Erstere besteht aus dem sogenannten oxidativen Burst.
Dieser wird mithilfe der NADPH-Oxidase ausgeubt. Es handelt sich um einen Multiprotein-
Oxidase-Komplex, welcher nach Stimulation aktiviert wird und darauffolgend die Reduktion
von molekularem Sauerstoff (O2) zu Superoxid (O27) und davon abgeleitet weiteren reaktiven
Sauerstoff Spezies, wie Wasserstoffperoxid (H.0>), katalysiert®”.

Die nicht-oxidative Strategie beinhaltet verschiedene antimikrobielle Peptide und Proteine,
welche vornehmlich in den azurophilen Granula gespeichert sind und nach Aktivierung in die
Phagolysosomen entlassen werden®.

In Bezug auf die katalytischen Eigenschaften der Myeloperoxidase, soll besonders auf den
Halogenierungs-Zyklus und den Peroxidase-Zyklus eingegangen werden. Die bakterizide Wir-
kung von MPO beruht auf der Fahigkeit des Enzyms, oxidierbare Kosubstrate wie Halogenide
(Chlorid, Bromid, lodid) oder Pseudohalogenide (Thiocyanat) in der Anwesenheit von Wasser-
stoffperoxid zu oxidieren. Das H,O, stammt unter anderem aus den Reaktionen des bereits
beschriebenen oxidativen Bursts. H.O; wird zunachst zu Wasser (H20) reduziert wobei MPO
in einen intermediaren, radikalischen Komplex uberfiihrt wird, welcher als Compound-1 be-
zeichnet wird. Die Compound-1 kann nun durch den Transfer von zwei Elektronen in einer
direkten Reaktion zum ursprunglichen MPO zurlick reagieren, wobei die bereits erwahnten
Kosubstrate Halogenide, Pseudohalogenide oder Nitrit (NO2) als Reaktionspartner dienen®.
Es ist anzunehmen, dass Chlorid hierbei hauptsachlich als Substrat dient, da es physiologisch
in groRer Menge vorhanden ist>®. Chlorid wird in diesem Reaktionsschritt demnach oxidiert
und es entsteht hypochlorige Saure (HOCI). Die direkte bakterizide Wirkung der MPO besteht
zunachst in der Rolle als Katalysator der toxischen Chlorierung mittels HOCI direkt am Patho-
gen. Unabhangig davon reagiert die gebildete HOCI mit einer Vielzahl kdrpereigener Struktu-
ren, unter anderem Lipide, DNA, Amine und Tyrosin und es entsteht Halohydrin, 5-Chloroura-
cil, Chloramin und 3-Chlorotyrosin®. Diese Reaktionen sind in der Lage die Tertiarstruktur
zelleigener Proteine zu verandern und somit Einfluss auf die Proteinfunktion zu nehmen, ein
Prozess der bereits in Erkrankungen wie der Herzinsuffizienz, koronaren Herzkrankheit (KHK)
und pulmonalen Hypertonie nachgewiesen werden konnte®'.

Eine weitere Mdglichkeit der Ruckreaktion der Compound-1 zu der Grundform des MPOs ist
der Peroxidase-Zyklus. Hierbei oxidiert die Compound-1 verschiedene organische oder anor-

ganische Substanzen und es entsteht die MPO Form Compound-2, welche nicht mehr fahig
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ist, Reaktionen mit Halogeniden einzugehen®. In einem weiteren Schritt wird die Compound-
2 zurlck in die urspriingliche MPO-Form reduziert.

Reduktionsmittel sind unter anderem die Aminosaure Tyrosin, Phenol- und Indol-Varianten
sowie Ascorbate, aus ihnen gehen Radikalintermediate hervor, die weiter reagieren konnen®?.
Auflerdem kann Superoxid sowie Stickstoffmonoxid und Nitrit fir die Reduktion genutzt wer-
den. Hierbei wird Stickstoffmonoxid zu Nitrit und Nitrit weiter zu Stickstoffdioxid oxidiert, einem
reaktiven Radikal, welches die Nitrierung von Lipiden und Proteinen induziert®®. Ein Beispiel
ist das durch Nitrierung von Tyrosinresten entstehende Nitrotyrosin (NO2-Tyr) welches als In-
dikator fur oxidativen Stress dient und pathophysiologisch relevant ist. Zu unterstreichen im
Rahmen dieser Arbeit gilt auRerdem der genannte Verbrauch von Stickstoffmonoxid. Die Re-
duktion der Bioverfugbarkeit von NO hat eine relevante Bedeutung in der Homdostase von
gefalphysiologischen und inflammatorischen Ablaufen.

Wie einleitend bereits erwahnt, wurde die Hauptaufgabe der Myeloperoxidase lange Zeit in
der Pathogenabwehr gesehen. Diese Theorie wird vor allem durch in-vitro Experimente sowie
tierexperimentell gestitzt. MPO-defiziente Mause weisen eine eingeschrankte Abwehrfahig-
keit unter anderem gegenuber der Erreger Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa und
Klebsiella pneumoniae auf®*®5%¢ Gegeniiber anderen Pathogen wie beispielsweise Staphy-
lococcus aureus zeigte sich hingegen eine ahnliche Abwehrstarke wie bei MPO-kompetenten
Wildtyp Tieren, was wiederum nahelegt, dass der Pathogenabwehr-Effekt der Myeloperoxi-
dase von der Pathogen-Spezies abhangig ist®®.

MPO-Defizienz bei Menschen, erstmals beschrieben 1954, ist eine autosomal-rezessive Er-
krankung, verursacht durch eine Mutation des MPO-Gens auf Chromosom 17. Bis 1979 gibt
es nur 17 bestatigte Falle, heutzutage wird in Europa und den USA von einer Inzidenz von
1:200 bis 1:4000 ausgegangen. Interessanterweise ist in Japan eine Inzidenz von 1:57000
beschrieben®’. Trotz der bereits beschriebenen Wirkung der Myeloperoxidase ist die MPO-
Defizienz bei Menschen eine meist asymptomatische verlaufende Erkrankung, die nicht zwin-
gend zu erhohter Infektanfalligkeit fihrt. Lediglich bei zuséatzlicher Diabetes mellitus Erkran-
kung, konnte eine erhdhte Anfalligkeit gegentber Candida albicans Infektionen beschrieben
werden®®. Diese Erkenntnisse lenkten die Aufmerksamkeit auf weitere, insbesondere extra-

mikrobizide Eigenschaften der Myeloperoxidase.
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Abb. 1: Katalytische Aktivitat der Myeloperoxidase

Die Grundform des MPO (MPO-Fe(lll)) kann mit H202 reagieren, dabei entsteht die Compound-1. Die
Compound-1 wird Giber den Halogenierungs- oder Peroxidase-Zyklus zuriick in die Grundform des MPO
reduziert. H202: Wasserstoffperoxid; O2": Superoxid; O2: Dioxygen; X: Halogenide (z.B. Chlorid, Bro-
mid); OX: hypohalogenide Sauren (z.B. HOCI); RH": Substratradikal; RH2: oxidierbares Substrat’.

2.2.3. Reduktion der NO-Bioverfugbarkeit und der Einfluss auf das Endothel
Eine bedeutende extramikrobizide Eigenschaft der Myeloperoxidase ist die Fahigkeit, in rele-
vantem Ausmal} die Bioverfugbarkeit von Stickstoffmonoxid herabzusetzen. Dies zeigt sich im
Tiermodell ex-vivo, in-vivo sowie im Patienten nach myokardialer Ischamie und Reperfu-
sion®®7%"! Relevant ist die herabgesetzte NO-Bioverfligbarkeit, da sie ein typisches Merkmal
der endothelialen Dysfunktion ist, ein bekanntes Phanomen der akuten Inflammation sowie
verschiedener kardiovaskularer Erkrankungen, wie auch der Herzinsuffizienz.

Zum einen oxidiert MPO NO unter Bildung von Nitrit. Indirekt wird NO verbraucht, durch Oxi-
dation von, durch die Myeloperoxidase gebildeten, Radikalintermediaten wie Ascorbyl- oder
Tyrosyl-Radikalen®. Ein weiterer indirekter Mechanismus ist die Hemmung der endothelialen
NO-Synthase uber mehrere Wege. Zum einen konnten Untersuchungen zeigen, dass von
MPO gebildete HOCI mit L-Arginin reagiert und chlorinierte Produkte entstehen, welche die
eNOS inhibieren’®. AuRerdem fiihrt Peroxynitrit (ONOO") zu Hemmung der NO-Produktion
durch die eNOS, infolgedessen werden statt NO Superoxid-Anionen (027) synthetisiert. Ein
weiterer potenter Inhibitor der eNOS ist das methylierte Derivat der Aminosaure Arginin: asym-
metrisches Dimethylarginin (ADMA). Das im Plasma vorkommende ADMA wiederum wird
durch die Dimethylamino-Dimethylargininhydrolase (DDAH) metabolisiert. Studien konnten
zeigen, dass die Aktivitdt der DDAH stark abhangig von oxidativem Stress ist und weiterflh-
rend, dass durch MPO gebildete HOCI die DDAH inhibiert. Diese Inhibition fihrt folglich zu
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einer erhéhten ADMA-Konzentration im Plasma und somit zu einer verstarkten eNOS-Inhibi-
tion”. Ebenfalls relevant ist die Modifizierung von Low-density Lipoprotein (LDL) durch, von
MPO synthetisierter, HOCI und Hypothiocyansaure (HOSCN). Dieses modifizierte LDL wiede-
rum fihrt zu einer Entkopplung der eNOS'™.

Der Zusammenhang zwischen der durch MPO herabgesetzten NO-Bioverfligbarkeit und dem
Gefalstatus wurden in einer tierexperimentellen Studie veranschaulicht. Eine signifikant her-
abgesetzte Relaxationsfahigkeit der A. mammaria interna und des Ramus interventricularis
anterior war Folge einer Injektion von freiem MPO und auch im Patienten zeigte sich ein ne-
gativer Zusammenhang zwischen dem MPO-Plasmaspiegel und der Relaxationsfahigkeit der
GefaRe™.

2.2.4. MPO und kardiovaskulare Erkrankungen

Der Zusammenhang zwischen der Myeloperoxidase und dem Auftreten und Verlauf kardiovas-
kularer Erkrankungen ist ein immer starker in den Fokus aktueller Forschung rickendes
Thema. Wong et al. untersuchten den Zusammenhang in Bezug auf die Endpunkte Myokard-
infarkt, Koronarrevaskularisation, Schlaganfall und Tod durch kardiovaskulare Erkrankung bei
asymptomatischen Patienten ohne Hinweise auf kardiovaskulare Erkrankungen. Erhohte
MPO-Plasmaspiegel korrelierten mit den genannten Endpunkten, der Zusammenhang blieb
auch nach Anpassung der Werte an Alter, Geschlecht und Risikofaktoren der Patienten signi-
fikant’®. Aktuell bekannte Zusammenhange und pathophysiologische Vorgange sollen im Fol-
genden genauer dargestellt werden.

Hozwirth et al. konnten anhand von 120 Patienten mit Vorhoffimmern zeigen, dass MPO-
Plasmaspiegel bei Vorhofflimmern langfristig erhdht sind. Dabei war vor allem bemerkenswert,
dass der Spiegel im linken Vorhof zehnmal so hoch war, wie in der Peripherie, woraus der
Riickschluss gezogen wurde, dass das MPO aus dem linken Vorhof stammt’,

In einer Studie von Rudolph et al. wurde im MPO-defizienten Maus Modell der mechanistische
Zusammenhang untersucht. Pathophysiologisch spielt der bindegewebige Umbau des Vor-
hofmyokards, dargestellt durch den Grad der atrialen Fibrose eine entscheidende Rolle. Es
kommt zur vermehrten Ablagerung von Kollagen- und Fibronektinfasern, was die elektrischen
Leitungseigenschaften des Vorhofgewebes verandert und zu gestorter Erregungsausbreitung
im Rahmen des Vorhofflimmerns fuhren kann. Im murinen MPO-Knockout Modell fuhrte die
Stimulation von Leukozyten zu geringerer Aktivitat der Matrixmetalloproteinase (MMP) 2 und
9 und weniger Fibrose im rechten Atrium, als bei MPO kompetente Tiere, da MMPs durch
HOCI, einem Produkt der MPO aktiviert werden. Eine im Anschluss an die Leukozyten Stimu-
lation im rechten Vorhof durchgeflihrt Elektrostimulation zeigte einen Schutz der MPO-defizi-

enten Tiere vor dem Auftreten von Vorhofflimmern””.
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Auch der Einfluss der Myeloperoxidase auf das ventrikulare Myokard wurde untersucht und es
konnten auch hier einige bemerkenswerte Feststellungen gemacht werden. Es besteht ein
Zusammenhang zwischen dem akuten Koronarsyndrom und erhéhten MPO-Plasmaspiegeln,
wobei MPO als unabhangiger Marker fur eine frihe Diagnose des akuten Koronarsyndroms
identifiziert werden konnte’®. Baldus et al. konnten weiterfiinrend zeigen, dass Patienten mit
akutem Koronarsyndrom und einem MPO-Plasmaspiegel tUber 350 pg/l ein héheres Risiko fur
die beiden Endpunkte Tod und nicht letalen Myokardinfarkt aufwiesen, als Patienten mit nied-
rigeren Werten’,

Im Anschluss an einen Myokardinfarkt findet im ventrikularen Myokard ein Remodeling der
Kardiomyozyten statt welches unter anderem zu einer linksventrikularen Dilatation mit daraus
resultierenden Erkrankungen wie chronischer Herzinsuffizienz fuhren kann. Neutrophile Gra-
nulozyten und Monozyten werden rekrutiert und setzten ihre pro-inflammatorischen und pro-
teolytischen Inhalt frei, unter anderem die Myeloperoxidase®. Im murinen Modell konnten be-
merkenswerte echokardiographische Unterschiede nach Verabreichung eines MPO-Inhibitors
festgestellt werden. Es zeigten sich signifikant bessere Werte der linksventrikularen Ejektions-
fraktion, der Fraktionellen Verkiirzung und des Schalgvolumens®'. Bereits durch die Reduktion
der Neutrophilenzahl in Plasma, hervorgerufen durch die Applikation eines Ly6G-Antikorpers
konnte an einem murinen Modell an dem durch kurzzeitige Ligatur einer Koronararterie eine
Myokardischamie hervorgerufen wurde eine deutlich besser ventrikulare Funktion gemessen
werden, als bei Tieren mit normaler Neutrophilenzahl. Dies wurde in Verbindung gebracht mit
einer geringeren Neutrophileninfiltration in die Kardiomyozyten, niedrigeren MPO-Plasmaspie-
geln und verminderten fibrotischen Umbauprozessen. Letztendlich zeigte sich in der genann-
ten Studie eine verbesserte linksventrikulare Funktion nach Reduktion der Neutrophilenzahl.®
MPO ist zum einen dafiir verantwortlich, weitere Leukozyten an den Ort des Geschehens zu
locken und zu aktivieren, zum anderen Gbt MPO den beschriebenen negativen Einfluss auf
das Remodeling Uber die Generierung von zytotoxischen reaktiven Aldehyden, welche bei der
Oxidation von alpha-Aminosauren entstehen, aus®. Ein weiterer im murinen Modell nachge-
wiesener Mechanismus ist die Hemmung der Aktivitat des Plasminogenaktivator-Inhibitor Typ-
1 (PAI-1) durch von MPO generierte Oxidanten. Im Infarktgebiet von Mpo-KO Tieren zeigt sich
eine verminderte Plasmin-Aktivitat, dies konnte in Verbindung gebracht werden mit verringer-
ter Leukozyten Infiltration, verminderter linksventrikulare Dilatation, einer verbesserten systo-
lischen Funktion und verzégerter Myokardruptur®*.

Ein weiteres klinisches Beispiel fur den Einfluss der Myeloperoxidase ist der erhéhte MPO-
Plasmaspiegel und erhdhte MPO-Gehalt der Leukozyten bei Patienten mit Koronarer Herz-
krankheit®. In aufbauenden Studien konnte gezeigt werden, dass die erhéhte Myeloperoxi-

t86

dase-Konzentration mit einer schlechteren Prognose einhergeht™. Auflerdem konnte nachge-

wiesen werden, dass der MPO-Plasmaspiegel sogar bei scheinbar gesunden Patienten,

24



welche innerhalb von acht Jahren eine Koronare Herzkrankheit entwickelten, bereits im ge-
sunden Zustand erhéht war. MPO kann also als pradiktiver Marker flr diese Erkrankung her-
angezogen werden®’.

Auch in Bezug auf die Kardiomyopathie gibt es einige interessante Zusammenhange mit der
Myeloperoxidase. Tierexperimentelle Untersuchungen haben gezeigt, dass ein genetischer
MPO-Knockout oder die medikamentdse Inhibition von MPO vor einer Antracyclin induzierten
Kardiomyopathie (AICM) zu schiitzen vermag. Andersherum korrelierten erhdhte MPO-Plas-
maspiegel mit dem Risiko der Entstehung einer AICM.%8

Auch im Rahmen der fur diese Arbeit besonders interessanten Herzinsuffizienz fallt der Mye-
loperoxidase eine wichtige Rolle zu. Bei Patienten mit herabgesetzter linksventrikularer systo-
lischer Funktion (EF<50%) konnten erhéhte MPO-Plasmakonzentrationen nachgewiesen wer-
den, auferdem korrelierten die Werte mit der EF und dem linksventrikularen enddiastolischem
Durchmesser®®. Hervorzuheben gilt insbesondere die positive Korrelation mit den NYHA-Sta-
dien der chronischen Herzinsuffizienz, sowie der positive Zusammenhang mit der Vorhersage
zukinftiger schwerer Komplikationen wie Herztransplantation, Hospitalisierung und Tod®**".
Interessanterweise konnte die Cardiovascular Health Study den prognostischen Wert des
Myeloperoxidase-Spiegels flr das Auftreten einer chronischen Herzinsuffizienz vor allem bei

Patienten ohne klassische kardiovaskuldre Risikofaktoren darstellen®.

2.2.5. Hereditare DCM im Tiermodell

Um den Einfluss der Myeloperoxidase auf die Entwicklung der dilatativen Kardiomyopathie
untersuchen zu kdnnen, wird in dieser Arbeit ein murines Knockout Modell bendtigt: die Muscle
Lim Protein (MLP) Knockout Maus. MLP spielt eine entscheidende Rolle im kontraktilen Ap-
parat der Kardiomyozyten des Herzens. Die Kardiomyozyten bilden die quergestreifte Musku-
latur des Myokards und sind in der Lage chemische Energie in mechanische Kraft umzuwan-
deln und so eine Kontraktion zu bewirken, welche das Herz-Kreislauf-System des Organismus
mit Blut versorgt.

Obwohl beide zur quergestreiften Muskulatur gehéren, unterscheidet sich der Aufbau der Kar-
diomyozyten von dem Aufbau der Skelettmuskulatur entscheidend. Kardiomyozyten besitzen
ein oder zwei langliche Zellkerne (Nuclei) welche in der Mitte der langen, verzweigten Zelle
liegen. Die kleinste funktionelle Einheit der Zelle ist das Sarkomer. Dieses wiederum besteht
aus zwei verschiedenen kontraktilen Proteinen, den diinnen Aktinfilamenten und den dicken
Myosinfilamenten welche parallel zueinander angeordnet sind. Die Aktinfilamente sind tUber
das Verankerungsprotein Aktinin mit der sogenannten Z-Scheibe verbunden, welche wiede-
rum aus einer bestimmten Anordnung verschiedenster Proteine besteht. Das Verankerungs-
protein Titin stellt eine elastische Verbindung zu der jeweils benachbarten Z-Scheibe her. Meh-

rere Sarkomere nebeneinander bilden eine Myofibrille. Zwischen den Myofibrillen befindet sich
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das Sarkoplasma, dieses enthalt die Ubrigen Zellorganellen unter anderem eine hohe Zahl
Mitochondrien, welche den erhéhten Energiebedarf der Zellen bedienen.

Das Muscle Lim Protein, auch Cystein- und Glycin-reiches Protein 3 (CSRP3 oder CRP3) ge-
nannt, gehért zusammen mit CRP1 und CRP2 zu der Familie der Cystein reichen Proteine.
CRP1 und CRP2 sind in glatten Muskelzellen zu finden, CRP3 in quergestreiften Muskelzellen
wie dem Myokard®®. Das Muscle Lim Protein ist ein kleines Protein, bestehend aus 194 Ami-
nosauren. Charakteristischerweise beinhaltet es zwei LIM-Doméanen, diese bestehen aus un-
gefahr 50-60 Aminosauren und prasentieren jeweils zwei Zink-Finger Doméanen, welche in der
Lage sind, zwei Zink lonen zu binden®*. Das MLP konnte bereits an verschiedensten Orten im
Zytoplasma nachgewiesen werden, wobei es in der Lage ist mit vielen unterschiedlichen Pro-
teinen zu interagieren. Auf Ebene der Sarkomere der Kardiomyozyten bindet MLP unter an-
derem an die Z-Scheiben Proteine Telethonin, alpha-Aktinin, Cofilin-2, Calcineurin HDAC4,
MLP und MLP-b, die entscheidenden Aufgaben des Proteins an dieser Stelle ist die Ausbil-

95,96,97,98,99.100 Ein weiterer Mechanismus tiber

dung der physiologischen Struktur der Z-Scheibe
den MLP zu der Zytoarchitektur von Kardiomyozyten beitragt, ist die selbststandige Bundelung
und Verknlpfung von Aktinfilamenten'"'.

Des Weiteren spielt MLP eine Rolle in der Mechanosensorik der Kardiomyozyten, der zugrun-
deliegende Mechanismus hierfur ist noch nicht ausreichend geklart. Die initial angenommene
Rolle als Mechanosensor wird immer haufiger hinterfragt, mittlerweile wird eher davon ausge-
gangen, dass MLP eine Rolle in der Signalkaskade der Ubermittiung des Dehnungszustandes

t'°2. Eine weitere Interaktion des Proteins besteht mit den Proteinen Spektrin und Zyxin,

spiel
welche wiederum eine wichtige Rolle in der lateralen Kraftiibertragung vom Sarkomer auf das
die Muskelfasern umgebende Sarkolemm und die extrazelluldre Matrix spielen. Neben der
Kraftiibertragung vermitteln sie myofibrilldres Wachstum und Kontraktion'®. Eine weitere iden-
tifizierte Aufgabe des MLP ist die Férderung der Muskelzelldifferenzierung, welche es durch
eine verstarkte Differenzierung der Myotuben, eine Vorstufe der definitiven Muskelzelle, aus-
Ubt. Wirkort des MLP ist in diesem Fall der Zellkern, nicht wie bei den zuvor genannten Funk-
tionen das Zytoplasma der Zelle'*.

Die soeben beschriebenen Vorgange kdnnen gut anhand des MIp-KO Modells funktionell dar-
gestellt werden. Histologisch konnte eine dramatische Stérung der Zytoarchitektur gezeigt
werden, insbesondere bedingt durch myofibrillare Dysorganisation, gestorte Organisation der
Z-Scheibe und signifikant verstarkte Fibrose. Bereits kurz nach der Geburt weisen die Mause
einen verminderten Tonus des Myokards auf, unfahig eine bestimmte Spannung aufzubauen
fiihrt dies im Verlauf zu kardialer Dilatation und weiter zu Hypertrophie der Muskulatur'®,
Direkt nach der Geburt liegt bei den MIp-KO Tieren noch keine Veranderung des Herzgewich-

105

tes im Vergleich zu Wildtyp-Tieren vor ™. Weder Ejektionsfraktion noch Schlagvolumen zeigen

nach zwei Wochen einen Unterschied zu den Werten von Wildtyp-Tieren, allerdings
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verschlechtern sich beide Messgréien in den folgenden Lebenswochen kontinuierlich'®. Lo-
renzen-Schmidt et al. untersuchten rechtsventrikulare Trabeculae carneae, rundlichen Mus-
kelbalkchen, von ebenfalls zwei Wochen alten Mausen, bei denen Herzgewicht, FS und EF
noch unverandert zu den Werten gleichaltriger Wildtyp Tiere waren. Es zeigte sich, dass be-
reits ohne messbare Auspragung eines pathologischen kardialen Phanotyps, Beeintrachtigun-
gen der passiven Eigenschaften des Myokards und der Relaxationszeit vorhanden sind.
Gleichzeitig konnte keine Einschrankung der systolischen Funktion dargestellt werden, was in
Zusammenschau darauf hinweist, dass die Ausbildung der Herzinsuffizienz dieses Mausmo-
dells eher durch gestorte diastolische als systolische Funktionen zustande kommt'®”.
Echokardiographische Studien zeigen im Verlauf eine Dilatation des linken Ventrikels, eine
verdunnte Ventrikelwand und daraus resultierend eine verminderte Fraktionelle Verkirzung.
Trotz des dinneren Myokards ist das Verhaltnis von Herzgewicht zu Kérpergewicht der Mause
erhéht, was ebenfalls auf eine Hypertrophie hinweist. Retrograde Katheterisierung des linken
Ventrikels konnte eine Reduktion des maximalen linksventrikularen Druckes darstellen, ein
Indikator fur die herabgesetzte myokardiale Kontraktionskraft. Auch der enddiastolische Druck
im linken Ventrikel ist erhdht, was zusammen mit erhéhtem totalen Lungengewicht, hinweisend
auf Flussigkeitsakkumulation, als Zeichen fir eine linksventrikulare Herzinsuffizienz zu sehen
ist’%°,

Folgende Studien zu MLP-defizienten Mausen konnten den zeitlichen Ablauf der Entwicklung
einer DCM genauer beschreiben: Acht Wochen alte Mip-KO Mause weisen bei gleichem Kor-
pergewicht ein erhdhtes Herzgewicht auf, wobei durch Untersuchung des Verhaltnisses zwi-
schen trocken und feuchter Herzmasse ein urséchliches Odem ausgeschlossen werden
konnte und von einer Erhdhung des Gewichts durch Muskelhypertrophie ausgegangen wird.
Nach 15 Wochen erreicht die linksventrikulare Masse sein Maximum und von da an eine Pla-
teauphase'®. Die Entwicklung der Ejektionsfraktion, als bedeutender Marker fiir die funktio-
nelle Herzleistung gestaltet sich wie folgt: Nach zwei Wochen gibt es noch keine Unterschiede
zu den Werten von Wildtyp-Tieren. Nach sechs Wochen zeigen sich bereits deutliche Abwei-
chungen und nach 15 Lebenswochen haben WT Tiere eine EF von etwas weniger als 60%
wohingegen MIp-KO Tiere nur eine EF von etwas unter 30% aufweisen'®,
Interessanterweise steigert sich das Schlagvolumen der MIp-KO Tiere nach der 15. Lebens-
woche wieder, aus diesem Grund wurden fur diese Arbeit Tiere in dem Zeitraum von 11-15
Lebenswochen beobachtet.

Das MLP spielt allerdings nicht ausschlief3lich im Mausmodell eine Rolle, bemerkenswerter-
weise konnte in klinische Studien ein Zusammenhang zwischen humanem MLP und der DCM
gezeigt werden. Zolk et al. untersuchten Herzen von Patienten, welche an idiopathischer DCM
oder ischamischer Kardiomyopathie litten. Das Myokard wurde nach erfolgter Herztransplan-

tation untersucht und es konnte gezeigt werden, dass die Expression von MLP im Endstadium
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der Erkrankungen, herabreguliert ist'. Ein weiterer in den Fokus gerlickter Wirkort des MLPs
ist der Komplex aus MLP mit Telethonin, ein Protein welches wiederum mit dem bereits be-
schrieben Verankerungsprotein Titin an der Z-Scheibe der Sarkomere interagiert. Genetische
Analysen an Patienten mit diagnostizierter DCM zeigten eine Mutation im MLP codierenden
Genabschnitt, welche zu einer Veranderung des N-terminalen Endes des MLP fiihrt und somit
die Bindung an Telethonin beeintrachtigt, was wiederum zu Stérung an der Z-Scheibe flhrt

und mit der Entstehung einer DCM in Verbindung steht®.

2.3 Belastungstraining

2.3.1. Grundlage der reduzierten Belastungsfahigkeit von DCM-Patienten und
der Effekte von regelméaBigem Ausdauertraining.
In dieser Arbeit soll ein méglicher Zusammenhang zwischen regelmaligem Ausdauertraining,
inflammatorischen Prozessen bezogen auf die Myeloperoxidase und die kardiale Funktion in
Rahmen der DCM Uberprift werden. In diesem Abschnitt wird daher zunachst die pathophysi-
ologische Grundlage der herabgesetzten funktionellen Kapazitat (klinisch sichtbar als Belas-
tungsintoleranz) von DCM-Patienten dargestellt und der Effekt von regelmaRigem Ausdauer-
training beschrieben.
Zunachst soll nun erldutert werden, welche physiologischen Prozesse bei Herzgesunden unter
Belastung stattfinden: es wird eine 4-6fache Erhéhung des Herzzeitvolumens (HMV) verzeich-
net, dies geht einher mit einer 2-4fachen Erhéhung der Herzfrequenz (HF) und einer Steige-
rung des Schlagvolumens (SV) um 20-50%. Die Erhéhung des Schlagvolumens wird zum ei-
nen erreicht durch den Frank-Starling Mechanismus, welcher bei erhéhter Vorlast, also einer
erhoéhten enddiastolischen Fullung ein héheres Schlagvolumen durch eine VergréRerung der
isovolumetrischen und isobaren Maxima des Myokards generiert. Aulterdem findet eine peri-
phere Vasodilatation statt, was eine Senkung der Nachlast des Herzens, sowie eine starkere
Muskelperfusion bewirkt'®.
Diese Anpassungsprozesse des Korpers sind bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie
eingeschrankt, was zu dem typischen Symptom einer Belastungsintoleranz fiihrt.
Herzinsuffiziente Patienten erreichen weniger als 50% des Herzzeitvolumens Herzgesunder
unter maximaler Belastung. Und auch das Schlagvolumen, welches wie bereits beschrieben
schon in Ruhe vermindert ist, erhdht sich nur unzureichend bis zu einem Maximum von 50-
65ml im Vergleich zu bis zu 100ml bei Herzgesunden. Ursache fiir das verminderte Schlagvo-
lumen ist zum einen die Unfahigkeit des linken Ventrikels seine Vorlast, also das enddiastoli-
sche Volumen zu erhéhen. Grund hierfir ist, dass der Ventrikel durch die Herzinsuffizienz
bereits dilatiert ist und ohnehin schon an der Grenze zum maximal méglichen Volumen arbei-

tet'®. Die zweite Ursache fiir das verminderte SV ist die Unfahigkeit des Ventrikels die
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Ejektionsfraktion, definiert als Anteil des SV am enddiastolischen Volumen, zu erhdhen.
Griinde hierfir sind eine beeintrachtigte Kontraktilitat des Myokards, reduzierte 3-Adrenozep-
tor Sensibilitat, erhdhter systemischer vaskularer Widerstand durch eine vermehrte Aktivitat
des Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems und eine eingeschrankte vasodilatatorische Re-

aktion auf Trainingsbelastung in der Peripherie'®®

. Mit dieser Einschrankung des Schlagvolu-
mens bleibt die Steigerung der Herzfrequenz als hauptsachliche Anpassung an eine Belas-
tungssituation des Herzens. Nichtsdestotrotz sind 25-70% der Herzinsuffizienzpatienten von
einer beeintrachtigten Anpassung der Chronotropie betroffen, Griinde hierfur sind eine Herab-
regulierung und Desensibilisierung der B-Adrenozeptor sowie ein negatives Remodeling des
Sinus Knotens''°.

Immer weiter in den Fokus aktueller Forschung geriickt sind extrakardiale Ursachen fir die
Belastungsintoleranz von Patienten mit Herzinsuffizienz. Hierfur gibt es zwei Griinde, zum ei-
nen korreliert die linksventrikulare systolische Funktion in Studien nur wenig mit der tatsachli-
chen Belastbarkeit von Patienten'"". Des Weiteren wurde festgestellt, dass die raschen zent-
ralhamodynamischen Verbesserungen, welche durch eine medikamentdse Therapie erreicht
werden, erst nach Wochen oder Monaten zu einer verbesserten Belastungsfahigkeit fuh-
r.en112,113.

Studien zufolge ist in erster Linie eine Unterversorgung der Skelettmuskulatur und erst in zwei-
ter Linie ein vermindertes Herzzeitvolumen ursachlich fiir eine schlechtere Belastbarkeit von
Herzinsuffizienzpatienten'®. Diese Unterversorgung konnte dargestellt werden durch Mes-
sung von schwacherer Durchblutung und erhéhtem peripheren vaskularen Widerstand der
Beinmuskulatur in Ruhe sowie unter Belastung im Vergleich zu Herzgesunden, bei denen je-
weils gegenteilige Vorgange, also eine Verstarkung der Durchblutung zusammen mit Verrin-
gerung des peripheren vaskularen Widerstand zu beobachten sind'"®. Die beiden Faktoren
zusammen werden durch Vasodilatation der GefalRe ermdéglicht. Hervorzuheben ist, dass Stu-
dien gezeigt haben, dass es einen Zusammenhang zwischen der eingeschrankten, endothelial
vermittelten Vasodilatation und dem Grad der Belastungsintoleranz sowie dem NYHA-Stadium
von Patienten gibt'™®.

Griinde fiir die eingeschrankte Vasodilatation sind eine Uberstimulation des Sympathikus, Ak-
tivierung des RAAS und erhdhte Endothelin Spiegel''”'"3. Ein weiterer Mechanismus ist eine
erniedrigte Konzentration des vasodilatierend wirkenden Molekils NO, klinisch nachgewiesen
durch eine verminderte Dilatation der A. radialis nach intraventser Acetylcholin-Stimulation
von Patienten mit Herzinsuffizienz im Vergleich zu Herzgesunden''®. Die Ursache der ernied-
rigten Konzentration ist noch nicht ausreichend geklart, diskutiert werden Veranderungen der
enzymatischen Aktivitat, eine veranderte Bereitstellung von Substraten und Kofaktoren sowie

Interaktionen mit Superoxid-Anionen'".
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Ein weiterer Grund fiir die erniedrigte Belastungsfahigkeit ist das friihe Einsetzen anaerober

Muskelarbeit, unabhéngig von der bereits beschriebenen verminderten Durchblutung'®.

Die positiven Auswirkungen von Belastungstraining auf kardiologisch vorerkrankte Patienten
sind vielfach durch Studien belegt. In der HF-Action Studie wurde Anhand von 2331 Patienten
mit einer EF unter 35% gezeigt, dass regelmaliges korperliches Training zu einer 11-prozen-
tigen Reduktion der primaren Endpunkte, definiert als Hospitalisierung oder Tod flihren
kann'?'. In einer weiteren Studie wurde speziell der Trainingseffekt auf DCM-Patienten unter-
sucht. Nach einer Trainingsperiode von acht Wochen wurde ein durchschnittlicher Anstieg der
linksventrikularen Ejektionsfraktion (LVEF) in Ruhe von 39% auf 44% festgestellt. Unter Be-
lastung kam es zu einem Anstieg der LVEF von 44% auf 49%, wobei es interessanterweise
vor der Trainingsperiode zu keiner Steigerung der EF unter Belastung kam. AuRerdem konnte
ein negativer Zusammenhang zu dem Aktivitatsstatus vor der Teilnahme an der Studie herge-
stellt werden, die Patienten mit der initial geringeren korperlichen Aktivitat haben also am meis-
ten von dem Training profitieren kdnnen'?2,

Myers et al. konnten durch zwei monatiges Training von DCM-Patienten eine Steigerung der
maximalen Sauerstoffkapazitat (V(O2)max) von 17% feststellen'?. Die V(O2)max ist einer der
am haufigsten untersuchten Parameter, um Trainingseffekte zu verdeutlichen, sie kann zuver-
l&ssig und nichtinvasiv bestimmt werden und lasst Ruckschlisse auf die aerobe Leistungsfa-
higkeit zu. Sie stellt die maximale Menge an Sauerstoffe dar, welche bei korperlicher Belastung
aufgenommen werden kann und gilt als ,Bruttokriterium® der kardio-pulmonal-metabolischen
Kapazitat, da sie die Gesamtheit der fur Belastungssituationen wichtigen Prozesse des Kor-
pers, wie z.B. die Atmung, den Gasaustausch in der Lunge, das Herzzeitvolumen und die
Sauerstoff Aufnahme in die Muskulatur erfasst. Weiterer Ergebnisse der genannten Studie
waren eine Steigerung der Belastungsdauer um 14%. Keine signifikanten Veranderungen
konnten hingegen in Bezug auf linksventrikulares enddiastolisches Volumen und linksventri-
kulére Ejektionsfraktion festgestellt werden'?®. Eine Studie derselben Arbeitsgruppe konnte
vier Jahre spater allerdings darstellen, dass sich die LVEF zwar erneut nach zwei Monaten
Training nicht verandert hatte, nach acht Monaten hingegen eine Steigerung von 30+-15% auf

124 Ahnliche Ergebnisse konnten Holloway et al. hingegen

37+-15% in Ruhe festzustellen war
bereits nach zweimonatigem Training nachweisen. In dieser Studie zeigte sich ein Anstieg der
LVEF von 44% auf 49% unter Belastung'?.

Die LVEF ist also ein durchaus umstrittener Wert, um Trainingseffekte und Leistungsfahigkeit
von DCM-Patienten zu bestimmen.

Gudjonsson et al. verdffentlichten die Feststellung, dass die Belastungsfahigkeit von DCM-
Patienten, gemessen an der V(Oz)max nicht mit der linksventrikularen Funktion des Herzens

in Ruhe korreliert. Der Studie nach ist der Grund fir die starke Variation die
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belastungsinduzierte inotropische Reserve des Herzens, also die Fahigkeit des Myokards die
Leistung unter Belastung zu steigern. Diese Reserve wurde echokardiographisch durch Ver-
anderungen der Herzwandbewegung, gemessen an 16 verschiedenen Punkten des linken
Ventrikels in Ruhe und unter Belastung, bestimmt. Bei ahnlichen Werten der LVEF in Ruhe
konnten erheblichen Unterschiede in der inotropischen Reserve der Patienten festgestellt wer-
den, welche mit der V(O2)max und der Ausdauerleistung korrelierten'.

Obwohl man also scheinbar nicht von der LVEF direkt auf die Belastungsfahigkeit von Patien-
ten rickschlielen kann, ist die LVEF dennoch ein Parameter, welcher durch regelmafiges
Belastungstraining gesteigert werden kann und welcher mit den positiven Auswirkungen von
Belastungstraining in Verbindung steht.

Stolen et al. untersuchten Patienten mit DCM im NYHA-Stadium I-ll Gber eine Trainingsperi-
ode von funf Monaten hinweg. Es zeigte sich eine Steigerung der V(O2)max um 27%, Schlag-
volumen und Ejektionsfraktion verbesserten sich ebenfalls signifikant. AuRerdem konnte durch
das Training der ventrikulare oxidative Stoffwechsel reduziert werden, der Sauerstoffverbrauch
des Myokards wurde also gesenkt und somit die Effizienz der systolischen Funktion verbes-
sert'?®. Ein weiterer untersuchter Faktor ist das Verhéltnis von Phosphokreatin (PC) zu ATP.
Beide Molekile sind energiereiche Phosphatverbindungen, welche die Energie fiir die Mus-
kelkontraktion liefern und deren Verhaltnis zueinander bei DCM-Patienten erniedrigt ist. Au-
Rerdem korreliert das Verhaltnis mit dem NYHA-Stadium sowie der LVEF, es kann sogar nach-
gewiesenermalden als Vorhersagewert fiir die kardiovaskulare Mortalitat von DCM Patienten
herangezogen werden'?""'8 Nach einer achtwdchigen Trainingsphase konnte jedoch kein Un-
terschied in dem PC/ATP Verhaltnis gemessen werden, diese Feststellung kann als Hinweis
darauf gesehen werden, dass der Verbesserung der LVEF vor allem extrakardiale Ursachen
zugrunde liegt'?%.

Da die Studienlage zu extrakardialen Trainingseffekten bei DCM-Patienten sehr begrenzt ist,
beziehen sich die nun folgenden Studien auf Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz wobei
in der Rekrutierung der Patienten nicht zwischen unterschiedlichen Atiologien der Erkrankung
unterschieden wurde. Ein Ziel dieser Arbeit ist es daher, bereits nachgewiesene Mechanismen
anhand des murinen Modells der DCM zu Uberprtfen.

Einer der wichtigsten extrakardialen Anpassungsvorgange ist die Verbesserung der bereits
beschriebenen endothelialen Dysfunktion. NO wird physiologisch vermehrt generiert durch en-
dokrine Stimuli wie Acethylcholin oder Bradikinin, oder durch mechanische Stimuli wie eine
erhéhte Stromungsgeschwindigkeit des Blutes''3%'*" Nach sechsmonatigem Training zeig-
ten Herzinsuffizienzpatienten eine verbesserte Belastbarkeit, welche mit einer erhéhten Be-
reitstellung von NO durch das Endothel assoziiert werden konnte. Bei den Patienten, die das
Training absolviert hatten, konnte eine starkere Durchblutung in den unteren Extremitaten

nach Stimulation mit Acetylcholin gemessen werden als bei untrainierten Patienten.
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Weiterfiihrend verminderte sich die Durchblutung bei Gabe des NO-Synthase-Inhibitors N°-
monomethyl-L-Arginin. Die Bedeutung des positiven Zusammenhangs zwischen gesteigerter
NO-Bereitstellung und der V(O2)max wird vor allem dadurch unterstrichen, dass die V(O2)max
stark mit der Prognose der Herzinsuffizienz korreliert'*?. Als weiterer Nachweis dafiir, dass die
Verbesserung der Durchblutung tatsachlich auf eine erhdhte Bioverfligbarkeit von NO zurtick-
zuflhren ist, wurde gezeigt, dass die glatten Muskelzellen der peripheren Widerstandsgefalie
trainierter Patienten keine veranderte Reaktion auf gleiche Mengen NO zeigten, im Vergleich
zu Zellen von untrainierten Patienten'®,

Nach vier Wochen langem Training von Ratten konnte durch Vergleich von Mesenterial- und
Skelettmuskelgefalen gezeigt werden, dass lediglich die Gefalle des Skelettmuskels mit einer
erhohten Bioverflgbarkeit von NO auf die Trainingsperiode reagiert hatte. Dies impliziert die
Vermutung, dass der Grund fiir die erhdhte Verfiigbarkeit der sogenannten ,shear stress®, also
die Wirkung des erhohten Blutflusses auf das Endothel ist, da dieser wahrend des Trainings
in der Skelettmuskulatur starker ist als in den MesenterialgefaRen'**. Ahnliche Ergebnisse
zeigten sich in vitro, zusatzlich wurde eine Hochregulierung der eNOS mRNA in Endothelzel-
len nachgewiesen'®. Dies konnte auch durch weitere tierexperimentelle Studien bestatigt
werde, bereits eine kurze Trainingsdauer von einer Woche fihrte zu einer erhéhten eNOS-
Expression in Endothelzellen eines porcinen Modells'®.

Im Gegensatz zu den genannten Studien, konnten Ennezat et al. keine Veranderung der e-
NOS-Expression nach Belastungstraining von Patienten feststellen, es wurde stattdessen die
Beobachtung gemacht, dass Training die Expression der zwei antioxidativ wirkenden Enzyme
Glutathion-Peroxidase und Kupfer/Zink enthaltende Superoxiddismutase im Skelettmuskel er-
hoht'®.

Interaktionen mit freien Sauerstoffradikalen, wie dem Superoxid sind auch in anderen Studien
vermehrt im Fokus aktueller Diskussionen. Superoxid und NO reagieren sehr schnell zu einem
Peroxynitrit-Anion, ohne dass NO vasodilatatorisch wirken kann, daher ist die Superoxid Kon-
zentration relevant fir die Bioverfugbarkeit von NO. Die Konzentration von Superoxid wiede-
rum wird durch die Aktivitat der Superoxiddismutase begrenzt. Studien haben gezeigt, dass
unter Belastungstraining NO selbst die Expression der extrazelluldaren Superoxiddismutase
von vaskularen, glatten Muskelzellen erhéht und somit die eigene Bioverflgbarkeit weiter stei-
gert138.

Ein weiterer wichtiger Mediator ist die NADPH-Oxidase. Diese wird aktiviert durch Angiotensin
II. Angiotensin Il ist ein Peptidhormon mit einer Schllsselfunktion im Renin-Angiotensin-Al-
dosteron-System. Bei Patienten mit Herzinsuffizienz ist das RAAS Uberaktiv, dies fuhrt durch
eine erhohte Angiotensin Il Konzentration, direkt vermittelt Gber den Angiotensin-Rezeptor-
Typ 1 zu verstarkter Vasokonstriktion der GefalRe sowie zu einer Aktivierung der NADPH-Oxi-

dase und vermehrter ROS-Produktion. Training von Patienten mit HI verringert die Expression
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der NADPH-Oxidase-Komplex Untereinheiten sowie deren enzymatische Aktivitat signifikant,
sodass weniger Superoxid-Anionen entstehen. Aulerdem reduziert es die mRNA- und Pro-
tein-Expression des AT1-Rezeptors, dies verringert das Verhaltnis von AT1- zu AT2-Rezepto-

ren, was wiederum die vasokonstriktive Wirkung von Angiotensin Il reduziert.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass beide Effekte, die vermehrte Expression der
eNOS sowie der gesenkte Abbau von NO durch weniger reaktive Sauerstoffspezies ihren An-
teil an einer erhdhten Bioverfigbarkeit von NO bei trainierten Patienten mit Herzinsuffizienz
haben.

Verstarkte Angiogenese im Skelettmuskel ist ein schon lange bekannter und haufig nachge-
wiesener Effekt von regelmafigem Belastungstraining bei gesunden Probanden. Die Versor-
gung der Muskulatur mit Sauerstoff wird gesteigert und die aerobe Ausdauerleistung verbes-
sert. Vermittelt wird die Angiogenese unter anderem Uber den vascular endothelial growth fac-
tor (VEGF)"'*°_ Eine Steigerung der mRNA- und Protein-Expression von VEGF konnte auch
bei Herzinsuffizienzpatienten nach reinem Krafttraining der Knieextension, sowie nach hoch-
intensivem Intervalltraining (HIIT) festgestellt werden'*"'2. Das Verhéltnis von Kapillaren zu
Muskelfasern hingegen, konnte nur durch Ausdauertraining in Kombination mit Krafttraining

signifikant gesteigert werden'2,

2.3.2. Der Einfluss von Belastungstraining auf den inflammatorischen Status

Der komplexe Zusammenhang zwischen Inflammation und Manifestation beziehungsweise
Progression der DCM wurde unter Abschnitt 2.1.4 bereits beschrieben. Im folgenden Abschnitt
soll auf den aktuellen Stand der Forschung eingegangen werden, inwiefern ein regelmaRiges
Belastungstraining den inflammatorischen Status verandert, ob es einen Zusammenhang zwi-
schen diesem veranderten Status und der Manifestation der DCM gibt und wie sich ein Belas-

tungstraining auf die Myeloperoxidase auswirkt.

Serra et al. stellten den Zusammenhang von Inflammation, Training und negativem Myokard
Remodeling tierexperimentell dar. Sie lieRen Ratten 13 Wochen lang auf einem Laufband trai-
nieren und behandelten sie ab der letzten Trainingswoche mit Isoprenalin, um Uber eine ver-
starkte B-Adrenorezeptor-Stimulation ein negatives Myokard Remodeling auszulésen.

Untrainierte Tiere, welche lediglich dem Isoprenalin ausgesetzt waren, entwickelten eine My-
okardhypertrophie sowie eine deutliche diastolische Insuffizienz. AulRerdem konnte eine signi-
fikante Erhéhung der TNF-a und IL-6 mRNA-Expression im Myokard nachgewiesen werden.
Bemerkenswerterweise waren die negativen Entwicklungen der kardialen Funktionsparameter

bei den zuvor trainierten Tieren nicht zu beobachten und auch der Anstieg der pro-
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inflammatorischen Zytokine blieb aus, das Training wirkte also praventiv auf das negative Re-
modeling#3 44,

Der pathophysiologische Zusammenhang zwischen erhéhten pro-inflammatorischen Zytokin-
spiegeln und der Herzinsuffizienz wurde durch die Feststellung, dass Zytokine als katabole
Faktoren im Kontext des peripheren Muskelabbaus und der kardialen Kachexie wirken, weiter
spezifiziert'*. Erhdhte TNF-a Werte konnten auRerdem bei Patienten mit HI und verminderter
peripherer Muskelkraft, gemessen an der Kraft des M. quadriceps femoris, festgestellt wer-
den'.

Ein Grund fur die lokal verstarkte Inflammation ist die wiederauftretende, zeitweise Hypoxie
des Skelettmuskels, ausgeldst durch die Kombination aus vermindertem Herzzeitvolumen und
endothelialer Dysfunktion'’. Es konnte gezeigt werden, dass zeitweise Hypoxie zu vermehrter
Generierung reaktiver Sauerstoffspezies flihrt, welche wiederum die Expression pro-inflamm-
atorische Zytokine induzieren'?,

Gielen et al. untersuchten den systemischen und lokalen anti-inflammatorischen Effekt von
sechsmonatigem, regelmafigen Ausdauertraining auf Patienten mit HI. Es zeigte sich eine
signifikante Reduktion der TNF-a-, Interleukin-1 und -6 Expressionen im Skelettmuskel der
Patienten nach der Trainingsperiode, Serum-Zytokinspiegel hingegen blieben unverandert.
AuRerdem konnte eine Reduktion der iINOS-Expression im Skelettmuskel um 50% nachge-
wiesen werden, welche mit einer Reduktion der Nitrotyrosin-Konzentration, einherging. Die
Studie legte Nahe, dass die erhdhten Inflammationsmarker, welche bei fortgeschrittenen Herz-
insuffizienzstadien nachzuweisen sind, zuerst lokal in der Peripherie und danach systemisch
auftreten.

Mechanistisch konnte der anti-inflammatorische Effekt dadurch begriindet werden, dass Be-
lastungstraining zu einer verstarkten Expression antioxidativer Enzyme wie der Superoxiddis-
mutase und der Gluthation-Peroxidase fiihrt'*’. Diese Enzyme sind dazu in der Lage, die er-
héhte ROS-Produktion abzufangen, was wiederum die lokale Produktion pro-inflammatori-
scher Zytokine senkt'®,

Ein weiterer Effekt, der bereits beschriebenen erhdhten intrazellularen NO-Spiegel ist die
Hemmung der Cytochrom-c-Oxidase (COX), einem wichtigen Enzymkomplex der mitochond-
rialen Atmungskette und somit Katalysator der Reduktion von Sauerstoff zu Wasser und dem
Transport von Protonen'®. Mitochondrien sind unter physiologischen Bedingungen verant-
wortlich fur Gber 90% der zellularen ATP-Produktion der meisten Gewebe, dabei sind sie je-
doch auch die Hauptquelle der Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies'®'. Sauerstoff und
NO kompetieren um dieselbe Bindungsstelle der COX. Erhéhte NO-Konzentrationen senken
also den Sauerstoffverbrauch, verschiedene Studien haben daher die Vermutung nahegelegt,
dass NO, durch Hemmung der COX Gewebe vor Hypoxie schuitzt. Andererseits wird durch die
Hemmung der COX durch NO die ROS-Produktion gesteigert. Das durch die folgende
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Reaktion von NO und Superoxid gebildete Peroxinitrit modifiziert Proteine der Mitochondrien
und beschadigt das Fe-S-Zentrum'?,

Eine klinische Studie zeigte, dass die Oberflachendichte der COX-positiven Mitochondrien bei
Patienten mit HI um 45% reduziert ist und somit die oxidative Kapazitat des Skelettmuskels
einschrankt'®®. Die Ursache fiir diese Tatsache ist noch nicht abschlieRend geklart, ein mdgli-
cher Mechanismus ist die bereits erwahnte Hemmung der COX durch NO, welches durch die
bei Patienten mit HI ebenfalls verstarkt exprimiert iNOS generiert wird'*°.

Sechsmonatiges Training von fuhrt zu einer Erhdhung der COX-Aktivitat im Skelettmuskel um
27%. Die Steigerung war negativ korreliert mit der iINOS-Expression und Protein-Konzentra-
tion'®*. Dies zeigt also den Zusammenhang, dass Training (iber die verminderte iNOS-Kon-
zentration zu verminderter intrazellularer NO-Konzentration flhrt, dies resultiert wiederum in
einer verminderten Hemmung der COX und einer gesteigerten oxidativen Kapazitat des Ske-
lettmuskels.

Die Feststellung, dass der Anstieg der lokalen Expression pro-inflammatorischer Zytokine dem
systemischen Anstieg voraus geht, konnte dadurch begrundet werden, dass lokale Faktoren
wie Hypoperfusion und oxidativer Stress der initiale pro-inflammatorische Stimulus sind. Die
Tatsachen, dass Belastungstraining nachweislich in der Lage ist diesen Stimulus zu minimie-
ren und eine, vor allem lokal anti-inflammatorische Wirkung auslibt zusammen mit der Fest-
stellung, dass erhéhte pro-inflammatorische Zytokinspiegel mit einem negativen Outcome bei
DCM-Patienten korrelieren, unterstreicht die Relevanz des in dieser Arbeit untersuchten The-

mas.

Wichtig bei der Betrachtung der Myeloperoxidase in Bezug auf Training ist zum einen die Un-
terscheidung der MPO-Spiegel in verschiedenen Geweben, unter anderem Kardiomyozyten,
Skelettmuskelzellen und Plasma sowie die unterschiedlichen Effekte von einmaliger, intensi-
ver Belastung und regelmaRigem Ausdauertraining Uber einen langeren Zeitraum hinweg auf
diese MPO-Spiegel.

Eine klinische Studie zeigte eine Verringerung der Plasma-MPO-Konzentration nach 12-wo-
chigem Ausdauertraining um 28,5 +-7,5%. Diese Veranderung war negativ korreliert mit der
Erhéhung der Konzentration des cyclischen Guanosinmonophosphats (cGMP), welche repra-
sentativ fiir die vaskuléare NO-Bioverfiigbarkeit gemessen wurde'®.

Belastungstraining reduziert auRerdem die Konzentration des Granulozyten-Makrophagen-
Kolonie-stimulierende Faktors (GM-CSF), einem Wachstumsfaktor, der die Differenzierung
und Proliferation myeloischer Progenitorzellen férdert. Weitere Effekte von GM-CSF sind die
Regulation der Leukozyten Adhéasion, Generierung von Superoxid-Anionen und Induktion der
Zytokin-Produktion. Auflerdem senkt Training die Konzentration des Zytokins MCP-1 welches

Leukozyten anlockt und die Expression der Adhasionsmolekile sICAM-1 und sVCAM-1
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welche auf aktivierten Endothelzellen exprimiert werden nach Monozyten-Endothelzell-Inter-

aktion'®®.

2.4 Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Die Fragestellung und somit Ziele dieser Arbeit sind in zwei gro3e Unterpunkte zu unterteilen.
Zum einen geht es darum, eine mogliche Rolle der Myeloperoxidase in Bezug auf die Belas-
tungsintoleranz, die im Rahmen der dilatativen Kardiomyopathie besteht zu untersuchen. Ins-
besondere geht es darum, die Bedeutung der Myeloperoxidase in Bezug auf den bei der DCM
vorliegenden erhdhten inflammatorischen Status im Bereich der Skelettmuskulatur zu unter-
suchen und mdgliche damit verknupfte Veranderungen, wie eine verminderte Angiogenese
oder Beeintrachtigung der Mitochondrienfunktion in einem genetischen Modell der DCM zu
charakterisieren.

Der zweite Unterpunkt beruht auf der Tatsache, dass regelmafRiges moderates Belastungs-
training nicht nur die eingeschrankte Belastungsfahigkeit von Patienten und ihre kardiale Funk-
tion verbessert sowie ihre Lebenszeit verlangert, sondern auch anti-inflammatorisch wirkt. Es
ergibt sich somit die Fragestellung, ob die unter anderem pro-inflammatorisch wirkende Mye-
loperoxidase durch Training in ihrer Konzentration beeinflusst werden kann und welche weite-

ren Veranderungen sich daraus im Bereich der Skelettmuskulatur ergeben.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1. Reagenzien und Arzneistoffe

Bezeichnung Hersteller
Argatra accord
3-Amino-9-Ethyl-Carbazol (AEC) Sigma
Alkohol 70%/80%/90% Th. Geyer
Ampuwa Merck
Dako Pen Sigma
Dako-Einbettmedium Sigma

Eindeckmittel flr Fluoreszenzfarbungen

Dako Fluorescence Mounting Medium

Formalin Thermo Scientific (16%-ige L.sung)
Hamalaun-Lésung nach Meyer Sigma

Heparin accord

Isofluran Linde (CONOXIA GO2X)

PBS Life Technologies Limited

Tetramethylbenzidin

Sigma

Triton X-100 Sigma Life Sciences
Ziegenserum Sigma

3.1.2. Puffer und Lésungen

Bezeichnung Zusammensetzung

Homogenisierungslosung

20ml Standart-Homogensisierungspuffer,
100ul Triton X-100, 2 Tablette PhosStop Ro-
che, 200pl Heparin (5000/ml)

Blockierlésung Immunhistochemie

200ul GS, 200ul BSA, 1600l TBS

Homogenisierungspuffer

0,121g Tris HCL, 4,28g Saccharose, 0,057g
EGTA, 0,292g EDTA

37



3.1.3. Antikorper

Spezies des
Primare Antikbrper Spezifitét Spendertiers | Hersteller
CD31 monoklonal Ratte BD Bioscience
MPO monoklonal Hase Calbiochem

Spezies des

Sekundére Antikérper Konjugat Spendertiers | Hersteller
Alexa Fluor 488 anti-rabbit | Alexa Fluor 488 Ziege BioLegend
IgG, anti-rat Meerrettichperoxidase | Ziege Nichirei Histofine Simple Stain
3.1.4. Reaktionskits

Bezeichnung Hersteller

Precellys Lysing Kit Qiagen

BCA Assay Kit Qiagen

MPO ELISA, Maus Hycult Biotech

Rneasy Mini Kit Qiagen

QuantiTect Reverse Transcription

Kit Qiagen

QuantiTect PCR Kit Qiagen

3.2 Methoden

3.2.1. Arbeiten und Umgang mit Versuchstieren

Alle tierexperimentellen Versuche wurden unter dem Versuchsantrag 2017.A464 durchgefuhrt

und durch das Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westphalen

(LANUV) genehmigt.

Verwendete Mauslinien:
Wildtyp (WT)

MLP™"

MLP”/MPO™"

MPO™

MLP-WT Nachkommen

Muscle LIM Protein defiziente Maus'®

Muscle LIM Protein/Myeloperoxidase-defiziente Maus
MLP*"*/MPO™-Nachkommen
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Die Tiere wurden mit einem Alter von 9 Wochen (Trainingskohorte) beziehungsweise 14 Wo-
chen (Vergleichskohorte) aus dem Zentrum fir Molekulare Medizin (ZMMK) der Uniklinik KoIn
exportiert, es wurden ausschliellich mannliche Tiere verwendet und maximal flnf Tiere pro
Kéfig gehalten. Nach dem Export wurden die Tiere sieben Tage lang an einen inversen Licht-
zyklus mit 12:12h Tag/Nacht Rhythmus gewdhnt. Dies sollte sicherstellen, dass die Tiere sich
wahrend der Laufbandversuche in ihrer aktiven Phase befinden. Die Temperatur betrug 20-
24°C bei einer Luftfeuchtigkeit von 50-70%.

3.2.2. Laufband

Das fur diese Arbeit verwendete Laufband (Panlab/Harvard Apparatus) ist ein Trainingsgerat
speziell fir Mause mit funf getrennten Laufbahnen. Am Anfang jeder Bahn befindet sich die
Erschoépfungszone. Fallt eine Maus in diese Zone zurlick I6st sie dadurch einen kurzen Luft-
stol} aus, durch welchen sie zum Weiterlaufen angeregt wird.

Die Mause wurden durch eine dreitagige Adaptationsphase an das Gerat gewdhnt. Zu Beginn
jeder Eingewdhnung wurden sie drei Minuten auf ihre Bahn gesetzt, ohne dass das Laufband
sich bewegt. Am ersten Tag folgt dann ein 20-minutiger Lauf mit einer sich kontinuierlich stei-
gernden Geschwindigkeit von 8 auf 12 cm pro Sekunde. Am zweiten Tag liefen die Mause 25
Minuten lang zwischen 10 und 14 cm pro Sekunde und am letzten Tag 30 Minuten zwischen
12 und 16 cm pro Sekunde. Am vierten Tag folgt dann der Belastungstest. Bei diesem wurde
die Geschwindigkeit des Laufbandes, beginnend mit einer Aufwarmphase von 5 Minuten bei
10 cm/s, kontinuierlich gesteigert bis eine Maus die Stopp Konditionen erfillt. Diese waren
entweder erfillt, sobald die Maus langer als 5s in der Ruhezone sitzen blieb, oder wenn sie in
3 aufeinander folgenden Minuten mehr als 10-mal pro Minute die Erschopfungszone erreicht
hatte. Der zweite Punkt soll verhindern, dass sehr lange Laufzeiten erreicht werden, obwohl
die Maus nicht mehr kontinuierlich 1auft, sondern nur von der Erschépfungszone nach vorne
rennt und wieder zuriick zur Erschépfungszone beférdert wird"’.

Die Vergleichskohorte nahm lediglich an der Adaptation und dem Belastungstest teil. Die Trai-
ningskohorte startete nach dem oben beschriebenen Programm das Training. Der auf den
Belastungstest folgende Tag war der zweite Tag der ersten Trainingswoche, wobei die Mause
in der ersten Woche insgesamt 30 Minuten pro Tag liefen, in der zweiten 40, in der dritten 50
und in der vierten 60 Minuten. Das Training fand an 5 aufeinanderfolgenden Tagen pro Woche
statt. Die Geschwindigkeit des Laufbands wahrend der Trainingstage wurde individuell fir jede
Maus bestimmt, sie lag bei 65% der wahrend des Belastungstest am Anfang der Woche ma-
ximal erreichten Geschwindigkeit'®®. In Studien konnte gezeigt werden, dass bei 65% der ma-
ximal méglichen Geschwindigkeit die Tiere ein moderates Ausdauertraining durchfihren, wel-

ches vor allem aus aerober Muskelarbeit besteht'®.
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Tiere, die am dritten und letzten Tag der Adaptation noch unverhaltnismaRig oft in der Er-
schopfungszone waren und somit LuftstoRe auslosten, wurden von dem Versuch ausge-

schlossen.

3.2.3. Echokardiographie

Die transthorakale Echokardiographie wurde unter kontinuierlicher Isofluoran Narkose (2%)
mit Hilfe des Vevo 3100 Systems (VisualSonics, Toronta, Canada) durchgefuhrt, dafir wurde
die Maus auf einer Warmeplatte in Riickenlage fixiert. Unter kontinuierlicher Uberwachung der
Vitalparameter erfolgten parasternale Langs- und Querschnittaufnahmen in B-Mode, M-Mode,
pulsed-wave- und tissue-Doppler. Die Auswertung erfolgte verblindet mithilfe der Software

Vevo Lab v5 (VisualSonics).

3.2.4. Organentnahme und Bestimmung der peripheren MPO-Konzentration

30 Minuten vor Beginn der Narkose wurde der Maus zunachst das Analgetikum Buprenorphin
in einer Konzentration von 100ul pro 10g Kérpergewicht subkutan gespritzt. Dann folgte die
Narkoseeinleitung in einer Narkosekammer mittels Isofluran (initial 5%). Die Mause wurde auf
einer Warmeplatte befestigt und mit einer Erhaltungsdosis von 2% Isofluran weiterhin in Nar-
kose gehalten. Sobald keine Reaktion auf einen Schmerzreiz (Toe pinch Reflex) mehr zu er-
kennen war, wurde der Maus Argatra in einer Konzentration von 35mg pro kg Kérpergewicht
intraperitoneal gespritzt. Nach weiteren 10 Minuten Wartezeit beginnt die eigentliche Organ-
entnahme. Das Peritoneum wurde kurz unterhalb des Rippenbogens quer erdffnet. Durch das
Zwerchfell hindurch wurde der linke Ventrikel mit einer 1ml Spritze punktiert und es wurden
0,8ml Blut abgenommen. Das Blut wurde direkt in ein Heparinréhrchen tberfiihrt, 10 Minuten
lang bei 4,4g zentrifugiert und der Uberstand bei -80°C gelagert. Nun erfolgte die Eréffnung
des Zwerchfells auf der gesamten Breite, sowie des Brustkorbes lateral auf beiden Seiten und
die Fixierung mithilfe von zwei kleinen, gebogenen Klemmchen nach oben und unten hin.

Zur Gewinnung der Perfusate, welche der Bestimmung der peripheren MPO-Konzentration
(also des an den Endothelzellen der peripheren Gefalte anhaftenden MPOs) dient, wurde zu-
nachst ein Perfusor mit reinem PBS vorbereitet. Der linke Ventrikel wurde mit einem Butterfly
punktiert und der Perfusor gestartet. Der rechte Vorhof wurde mit einer spitzen Schere eroff-
net, sodass das kontinuierlich insgesamt 10ml PBS aus dem Blutkreislauf durch den rechten
Vorhof ausgespult wurde. Anschlieend wurden beide Lungenfliigel direkt am Hilus abgetrennt
und entfernt und der Thorax wurde mit 5ml PBS gruindlichen von allem restlichen Blut gereinigt
und anschliefdend trocken getupft. Es folgte die Perfusion mit 3ml der zweiten Perfusionslo-
sung welche aus 3ml PBS und 0,03ml Heparin (PBS + 50 El/1ml Heparin = 0,2 ml Heparin pro
20ml PBS) besteht. Das Perfusat durchfliet beginnend am linken Vorhof einmal den komplet-

ten Blutkreislauf und durch das enthaltene Heparin I6st sich das an der Endothelwand
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gebundene MPO. AnschlieRend wurde die aus dem rechten Vorhof austretende Flussigkeit
mit einer 2ml Spritze kontinuierlich aufgefangen, direkt im Anschluss 4 Minuten lang bei 5g
zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig abpipettiert, auf zwei 1,5ml Eppis aufgeteilt und bei -
80°C gelagert.

Nun erfolgte die Entnahme des Musculus soleus und gastrocnemius des rechten Hinterlaufes
der Maus. Hierzu wurde die Haut des Unterschenkels ab prapariert, die Achillessehne durch-
trennt und der Musculus gastrocnemius nach kranial gezogen. Aufliegend auf dem M. gast-
rocnemius stellt sich so der M. soleus dar, welcher in ganzer Lange entnommen, in der Mitte
durchtrennt und in Cryomedium eingebettet wurde. Anschliefend wurde der M. gastrocnemius

ebenfalls in ganzer Lange entnommen, in drei Teile zerteilt und bei -80°C gelagert.

3.2.5. Bestimmung der MPO-Plasmakonzentration

Das entnommene Plasma wurde auf Eis aufgetaut und anschlielend fur 15 Minuten bei 5,1
rpm zentrifugiert, um ganz sicher zu gehen, dass keine Zellreste mehr vorhanden sind. Es
wurden 60ul des Uberstandes abpipettiert und mit 180ul Probenpuffer verdiinnt. Die Bestim-
mung der MPO-Konzentration erfolgte mittels Hycult Biotech ELISA KIT nach Angaben des
Herstellers:

Die Probe wurde zusammen mit dem Standard auf eine Mikrotiterplatte aufgetragen, auf der
bereits der monoklonale Maus MPO-Antikérper immobilisiert war. Wahrend der einstindigen
Inkubationszeit bindet das in der Probe vorhandene MPO an dem Antikorper. Anschliel3end
wurde die Platte mehrfach mit einem vorgesehenen Puffer gewaschen, um die nicht gebun-
dene Probe zu entfernen. Im nachsten Schritt wurde ein biotinylierter MPO-Antikorper auf die
Titerplatte aufgetragen welcher ebenfalls an das nun gebundene MPO bindet. Nach erneuter
Inkubationszeit und Waschung folgte das Auftragen der Streptavidin-Peroxidase welche wie-
derum an den biotinylierten Antikrper bindet, gefolgt von erneutem Inkubieren und Waschen.
Das nun aufgetragene Tetramethylbenzidin (TMB) reagiert mit der Streptavidin-Peroxidase
und entwickelt dabei eine blaue Farbe. Die Reaktion wurde fir 30 Minuten unter Lichtschutz
zugelassen und anschlieRend durch das Auftragen der Stop-Lésung, genauer gesagt durch
die darin enthaltene Oxalsdure gestoppt, wobei ein Farbumschlag nach gelb stattfand. Die
Intensitat der Farbung der einzelnen Proben wurde durch Messung der Absorption bei 450
und 560nm bestimmt. Mit den gemessenen Werten des Standards wurde eine Standardkurve
(x= Konzentration, y=Absorption) erstellt und mit ihrer Hilfe die MPO-Konzentration der einzel-

nen Proben bestimmt.

3.2.6. Bestimmung der peripheren MPO-Konzentration
Die wahrend der Organentnahme gewonnenen Perfusate wurden fur 24 Stunden bei 45°C

evaporiert bis alle Fllssigkeit verdampft war. AnschlieRend wurden die Eppis mit jeweils 200pl
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Ampuwa aufgefillt und geschittelt, bis sich die gesamte feste Substanz geldst hatte. Zur
MPO-Konzentrationsbestimmung wurden die Proben mit 40ul Probenpuffer verdinnt und auf

die gleiche Art und Weise wie die Plasma-Proben mithilfe des ELISA KIT weiterverarbeitet.

3.2.7. CD31 Farbung der M. soleus Querschnitte

Aus den in Cryomedium gebetteten Halften den M. soleus wurden mittels Kryotom 4um dicke
Schnitte angefertigt, sodass sich auf jedem Objekttrager zwei Schnitte mit jeweils zwei An-
schnitten des M. soleus befanden. Das folgende Protokoll diente der Anfarbung der Kapillaren,
die die einzelnen Muskelfasern umgeben mit Hilfe des CD31-Antikérpers. CD31 ist ein Throm-
bozyten-Endothelzell-Adhasionsmolekdl, auch bekannt als PECAM-1 und ist auf der Oberfla-
che von Endothelzellen zu finden.

Die Objekttrager wurden 5 Minuten lang bei Raumtemperatur aufgetaut und die Schnitte mit
einem Dako Pen umkreist. Nach 15-minUtiger Fixierung mit 4% Formaldehyd wurde dreimal 3
Minuten lang mit 300ul TBS pro Schnitt gewaschen.

Zur Reduktion der Hintergrundfarbung erfolgte ein Peroxidase-Block mit TBS und H202 (125pl
30% H202in 50mI TBS) fur 15 Minuten, gefolgt von einem weiteren Waschschritt mit TBS. Nun
wurde jeder Schnitt mit 100ul einer Losung aus 10% Ziegenserum, 1%BSA und TBS (200l
GS, 200ul BSA, 1600ul TBS) geblockt, um unspezifische Bindungen des Primarantikérpers zu
vermeiden. Nach einer Stunde Inkubationszeit wurde die Lésung abgeklopft und alle Flussig-
keitsreste mit einer Vakuum Pumpe entfernt. Nun folgen die eigentlichen Farbeschritte: Die
Schnitte wurden uber Nacht mit dem Primarantikérper CD31 (BD, Host=rat), 1:100 verdunnt
in der oben beschriebene Blockierldsung (Ziegenserum, BSA, TBS) bei 4°C inkubiert. Nach
erneutem Waschen mit TBS folgt die Inkubation mit anti-rat Meerrettichperoxidase (Nichirei
Histofine Simple Stain) fir eine Stunde. Es folgt erneut ein Waschschritt, anschlieRend wurde
zur Farbentwicklung das Meerrettichperoxidase Substrat 3-Amino-9-Ethyl-Carbazol (AEC)
aufgetragen (Ready to use KIT). Unter dem Mikroskop wurde die Farbentwicklung beobachtet
und nach 5 Minuten durch zweimaliges Waschen in VE-Wasser gestoppt. Nun wurde das Ge-
webe mittels Hamalaun-Losung nach Meyer fiir 1 Minute gegen gefarbt. Die Farbung wurde
durch 5-minutiges Spulen unter laufendem Leitungswasser beendet. Die Schnitte wurden mit-
hilfe von Dako-Einbettmedium von einem Deckglas bedeckt, 30 Minuten getrocknet und an-
schlief3end in 40facher VergréRerung unter dem Mikroskop fotografiert.

Zur Auswertung wurden 10 Bilder pro Objekttrager in der 40fachen VergroRerung zufallig aus-
gewahlt und verblindet ausgewertet. Hierzu wurden die auf dem Bild abgebildeten Museklfa-
serquerschnitte und anschlieRend die Zahl an angeschnittenen und angefarbten Kapillaren

gezahlt, und die Kapillardichte pro Muskelfaser errechnet.
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3.2.8. Arbeiten mit RNA

Far die Isolation der RNA aus dem Gewebe des M. gastrocnemius wurde das RNeasy Mini Kit
(Qiagen) verwendet, das in dem beigefugten Protokoll beschriebene Vorgehen wurde genau
befolgt.

Zunachst wurde von jedem Muskel eine Gewebeprobe von 25mg abgewogen und homogeni-
siert. Hierzu wurde das Precellys Lysing Kit (Qiagen) verwendet. Die Gewebeprobe wurde
zusammen mit 600ul RLT Puffer (1ml RLT Puffer + 10ul B-mercaptoethanol) in die entspre-
chenden Réhrchen gegeben und 3-mal fiir 20 Sekunden in dem Tissue Lyser homogenisiert.
Nach 3 Minuten zentrifugieren bei 14000rpm wurden 500ul des Uberstandes abpipettiert und
mit 500ul 70% Ethanol vermischt. 350ul der so entstandenen Probe wurden in eine RNeasy
Mini spin Saule, welche in einem 2ml Auffangréhrchen stand, gegeben. Anschlieftend wurde
1 Minute lang bei 14000 rpm zentrifugiert, hierbei bindet die RNA, unterstutzt durch das Etha-
nol an die Membran in der Saule. Dieser Schritt wurde mit den restlichen 350ul der Probe
wiederholt, um eine maximale RNA-Konzentration zu gewinnen. Das erste Auffangréhrchen
wurde mitsamt Inhalt verworfen und die Saule, welche die RNA enthalt in einem neuen zweiten
platziert. Es folgten einige Waschschritte, wahrend derer die Membran von allen unerwtinsch-
ten Verunreinigungen wie Proteine und Zellreste gesaubert wurde. Hierzu wurden 700ul RWA1
hinzugefugt und wie im Schritt zuvor zentrifugiert. Dasselbe Vorgehen wurde zweimal mit
500ul RPE Puffer wiederholt, anschlieRend wurde 3 Minuten lang ohne Puffer zentrifugiert, um
die Membran zu trocknen. Im nachsten Schritt wurde die Saule in einem 1,5ml Réhrchen plat-
ziert und es wurde zweimal mit je 30ul RNase freiem Wasser zentrifugiert, um die RNA aus
der Membrane zu I0sen.

Direkt im Anschluss an die RNA Isolation wurde eine Bestimmung der RNA-Konzentration
mittels Photometer durchgefuhrt. Die Absorption wurde bei 260nm gemessen. Mithilfe des Ex-
tinktionskoeffizienten, abgeleitet von dem Lambert-Beerschen-Gesetzt, fir RNA: 40 ng-cm/pl
konnte die RNA-Konzentration bestimmt werden. Durch Messung der Absorption bei 280nm
und Berechnung des Quotienten Azso/A2s0 konnte die Reinheit der RNA dargestellt werden.
Um die gewonnene RNA weiter untersuchen zu kénnen wurde sie in die komplementare DNS
(cDNA) umgeschrieben. Hierzu wurde das QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen) ver-
wendet, das beigefiigt Protokoll wurde genau befolgt.

Der erste Schritt dient der Elimination jeglicher noch vorhandener DNA, welche in der spater
folgenden g-PCR die Ergebnisse verfalschen kdnnte.

Hierzu wurden die gewonnenen Proben mit dem gDNA Wipeout Puffer und RNase freiem
Wasser in unterschiedlichen Mengenverhaltnissen vermischt. Fur alle Proben, bei denen die
RNA-Konzentrationen tber 50ng/ul betrug, wurden folgenden Mengen verwendet: 12ul der

RNA-Probe, 6ul RNase freies Wasser und 3ul Puffer. Proben mit einer RNA-Konzentration
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unter 50ng/ul wurden lediglich mit 3ul Puffer, ohne die Zugabe von Wasser vermischt. Die
Proben wurden anschliefend 2 Minuten lang bei 42°C inkubiert und direkt auf Eis gestellt.
Nun wurde der Reverse-Transkriptase Mastermix erstellt (1ul Quantiscript Reverse Transcrip-
tase, 4l Quantiscript RT Puffer und 1ul RT Primer Mix), dieser enthalt alle Komponenten, die
zur Synthetisierung der cDNA bendtigt werden, mit Ausnahme der RNA-Probe. 14ul der RNA-
Puffer Mischung wurden im folgenden Schritt mit 6ul des Reverse-Transkriptase Mastermix
vermischt und nach folgendem Schema inkubiert:

42°C 15 Minuten

95°C 3 Minuten

-20°C Aufbewahrung bis zur Weiterverarbeitung mittels g-PCR

Die Real Time Quantitative PCR (g-PCR) ist eine Methode, bei der die Menge an cDNA die in
einer Probe vorhanden ist mit Hilfe spezifischer Primer quantifiziert werden kann. Die Amplifi-
kation, der zu dem ausgewahlten Primern gehdrigen Zielsequenz kann durch Zugabe eines
spezifisch an doppelstrangige DNA Abschnitte bindenden Farbstoffes sichtbar gemacht wer-
den. Durch Bindung des Farbstoffes erhoht sich dessen Fluoreszenzaktivitat, diese Aktivitat
ist proportional zu der Konzentration der vorhandenen dsDNA in der Probe und sie wird nach
jedem Amplifikationszyklus gemessen.

Fir diese PCR wurde das QuantiTect RT-PCR Kit (Qiagen) genutzt, welches den SYBR Green
| Farbstoff enthalt.

Das Pipettierschema der g-PCR sieht wie folgt aus:

5ul 2xGoTaq gPCR Master Mix

1ul 100pmol forward primer

1ul 100pmol reverse primer

0,1ul 30uM CXR Reference Dye

0,9ul Aqua dest.

Das Schema der qPCR wurde wie folgt programmiert:

95°C 2 Minuten
95°C 15 Sekunden 40 Zyklen
60°C 1 Minute 40 Zyklen

60-90°C  Dissoziationskurve

3.2.9. Statistik
Die Daten wurden mit Hilfe des Shapiro-Wilk Test auf Normalverteilung geprift. Es erwiesen
sich alle generierten Daten als normal verteilt. Die Ergebnisse werden prasentiert als Mittelwert

+ Standardfehler des Mittelwerts (SEM). Dabei wird als statistisches Verfahren zur Ermittlung
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der Signifikanz die Varianzanalyse (ANOVA) mit einem LSD Post-hoc-Test verwendet. Ist da-
bei p < 0,05 wird von einer Signifikanz ausgegangen und dies wird in den Abbildungen mit *
gekennzeichnet. Ist p < 0,01 wird dies mit ** gekennzeichnet. Bei einem p-Wert von < 0,001
wird die Signifikanz mit *** dargestellt, bei p-Wert von < 0,0001 ****,

4. Ergebnisse

41 Laufbandbelastungstests

4.1.1. Auswirkungen des MiIp-Knockouts und der MPO-Defizienz auf die Belas-
tungsfahigkeit
Eines der charakteristischen Merkmale der dilatativen Kardiomyopathie ist die Belastungsin-
toleranz der Patienten. Um dieses Merkmal auch bezogen auf das murine Modell der DCM zu
etablieren, wurden Belastungstests mit Mip-KO und WT Tieren auf einem Laufband durchge-
fuhrt. Mit 11-15 Wochen ist der kardiale Phanotyp der Mip-KO Tiere bereits vollstandig ausge-
pragt, daher ist dieses Alter ideal um ihre Belastungsfahigkeit, dargestellt durch die maximal
erreichte Laufzeit im Belastungstest, zu untersuchen. Vor Durchfihrung des Belastungstest
fand eine dreitdgige Eingewdhnung der Tiere an das Gerat statt. Am vierten Tag folgte der
Belastungstest. Bei diesem wurde die Geschwindigkeit des Laufbandes, beginnend mit einer
Aufwarmphase von 5 Minuten bei 10 cm/s, kontinuierlich gesteigert bis eine Maus die Stopp
Konditionen erfillt. Diese waren entweder erfullt, sobald die Maus langer als funf Sekunden in
der Erschopfungszone am Ende des Laufbandes sitzen bleibt, oder wenn sie in drei aufeinan-

der folgenden Minuten mehr als 10-mal pro Minute die Erschépfungszone erreicht.

Die MIp-KO Tiere erreichten eine signifikant niedrigere Laufzeit als die WT Tiere (MIp-KO vs
WT: 21,33£1,49 Minuten vs 25,82+1,38 Minuten (p=0,0147).

Da sich diese Arbeit mit einem mdglichen therapeutischen Effekt einer MPO-Defizienz auf die
dilatative Kardiomyopathie befasst, sollte aul’erdem tberprift werden, inwiefern ein zusatzli-
cher Mpo-Knockout Einfluss auf die Belastungsfahigkeit der Mip-KO Tiere hat. Bei den DKO
Tieren war jedoch keine signifikante Veranderung der Laufzeit nach einmaligem Belastungs-
test nachzuweisen (Laufzeit der DKO Tiere: 22,39+0,89 Minuten, p=0.5535) (Abb. 2A).
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Abb. 2: Laufband Belastungstests untrainierter Tiere.

(A) Erreichte Laufzeit wahrend des einmaligen Belastungstests. (B) Luftstdf3e pro Minute die wahrend
des Belastungstests der jeweiligen Tiere ausgeldst wurden. n=16,11,14,15; Mittelwert + SEM;
*=p<0.05, ***=p<0.001; Alter 11-15 Wochen

Es waren deutliche Unterschiede im Laufverhalten der Versuchsgruppen zu verzeichnen. Die
Mpo-KO Tiere, ob mit oder ohne zusatzlichem MIp-KO haben signifikant weniger Luftstolie pro
Minute ausgel6st als die MPO kompetenten WT Tiere (Mpo-KO vs WT p=0.0276 und DKO vs
WT p=0.0004), ohne dabei eines der Stopp-Kriterien des Belastungstests zu erfillen, was auf

ein inkonstantes Laufverhalten hinweisen kann (Abb. 2B).

4.1.2. Die Entwicklung der Belastungsfahigkeit durch vierwochiges Training

Um den Einfluss des Belastungstrainings auf die Entwicklung der dilatativen Kardiomyopathie
zu untersuchen und einen moéglichen protektiven Einfluss der MPO-Defizienz darzustellen,
wurden die Tiere vier Wochen lang, finfmal pro Woche mit steigender Intensitat auf einem
Laufband trainiert. In der ersten Woche liefen die Tiere jeweils 30 Minuten pro Tag, in der
zweiten 40, in der dritten 50 und in der vierten 60 Minuten. Das Training fand an finf aufeinan-
derfolgenden Tagen pro Woche statt. Vor Beginn des Trainings, am Ende jeder Trainingswo-
che, sowie nach Abschluss des Trainings wurde der standardisierte Belastungstest durchge-
fuhrt. Die Geschwindigkeit des Laufbands wahrend der Trainingstage wurde individuell fir jede
Maus bestimmt, sie lag bei 65% der wahrend des Belastungstest am Anfang der Woche ma-

ximal erreichten Geschwindigkeit des Tieres'®.

46



M|p+/+Mpo+/+
40- *kk
*%
E 304
E
 20-
N
=
©
-1 10+
0-
1 2 3 4 Final
Trainingswoche
Cc
Mip”Mpo*/*
40+
c 30+ d
E
=
N
=)
©
|
1 2 3 4 Final

Trainingswoche

Laufzeit [min]

Laufzeit [min]
N
<

M|p+/+Mp°-/-

1 2 3 4
Trainingswoche

Final

w)

Mip”Mpo™
40

30+

N
o
1

1 2 3 4
Trainingswoche

Final

Abb. 3: Entwicklung der Belastungsfahigkeit wahrend der Trainingsperiode.

Laufzeiten wurden bestimmt durch Belastungstests zu Beginn jeder neuen (1-4), sowie nach Abschluss
der letzten Trainingswoche (Final). (A) Laufzeiten der WT Tiere; n= 8,8,8,8 (B) Laufzeiten der Mpo-
KO Tiere; n=4,4,4,4 (C) Laufzeiten der MIp-KO Tiere; n=7,7,7,7 (D) Laufzeiten der DKO Tiere;
n=8,8,8,8; Mittelwert + SEM; *=p<0.05; **=p<0.01; ***=p<0.001; Alter: 11-15 Wochen
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Abb. 4: Entwicklung der Belastungsfahigkeit wahrend der Trainingsperiode im direkten
Vergleich mit bzw. in Abwesenheit von MPO.

Laufzeiten wurden bestimmt durch Belastungstests zu Beginn jeder neuen (1-4), sowie nach Abschluss
der letzten Trainingswoche (Final). (A) Entwicklung der Laufzeiten MLP kompetenter Tiere, mit und
ohne MPO-Defizienz (B) Entwicklung der Laufzeiten von Mip-KO Tieren, mit und ohne MPO-Defizienz;
Mittelwert £ SEM; Alter: 11-15 Wochen

Die Belastungstests zeigten eine beinahe konstante Verringerung der Belastbarkeit der Mip-
KO Tiere Uber die gesamte Trainingsperiode hinweg. Die vor dem ersten Training im Belas-
tungstest erreichte Laufzeit von durchschnittlich 18,71+1,86 Minuten betrug nach Abschluss
des Trainings lediglich 3,76+1,23 Minuten. Interessanterweise waren die MiIp-KO Tiere in Ab-
wesenheit von MPO dazu in der Lage, ihre anfanglich erreichte Laufzeit zumindest zu halten
(Laufzeit Woche 1: 21,4+1,26 Minuten vs Laufzeit Final: 20,86+5,03 Minuten).
Belastungstests von MLP kompetenten WT Tieren zeigten die gleichen Verhaltnisse: Die vor
dem Training bestimmte Laufzeit betrug im Durchschnitt 24,5+2,07 Minuten und lediglich
2,3+0,38 Minuten nach Abschluss der Trainingsperiode. Bei MPO-Defizienz zeigte sich eine
deutlich konstantere Entwicklung der Laufzeit, mit leichter Verschlechterung wahrend der 3.
und 4. Trainingswoche, aber, genau wie bei dem DKO Tieren, beinahe gleichem finalen wie
urspringlichen Ergebnis (Laufzeit Woche 1: 22,95+3,06 Minuten vs Final: 23,416,9 Minuten)
(Abb.3).

Wichtig bei der Bewertung dieser Versuche ist erneut die Betrachtung des Laufverhaltens an-
hand der LuftstoRe, die pro Minute des jeweiligen Belastungstests abgegeben wurden, bei-
spielhaft anhand des Vergleiches zwischen MIp-WT Tieren mit bzw. ohne MPO-Defizienz in
Abbildung 5 gezeigt. MPO kompetente Tiere |6sten zu Beginn der dritten Trainingswoche eine
signifikant hdhere Anzahl an LuftstéRen pro Minute Laufzeit aus als noch im Belastungstest
der 1. Woche gemessen wurden (p=0,0012), was auf ein inkonstantes Laufverhalten hindeu-

tet. Demgegenulber veranderte sich die Anzahl an LuftstéRen pro Minute bei den MPO
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defizienten Tieren weniger deutlich, sie blieb Gber die gesamten vier Wochen hinweg nahezu
konstant (LuftstéRe pro Minute Mpo-KO Woche 1 vs Final p=0,4471) (Abb. 5).

* Abb. 5: Entwicklung der Anzahl an
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- S = Mip** Mpo** | g ausgelést wur-
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4.1.3. Der Einfluss des Trainings auf die Belastungsfahigkeit

Um den Effekt des Trainings auf die Belastungsfahigkeit der Mip-KO Tiere sowie mogliche
Unterschiede in dessen Auspragung in Abwesenheit von MPO nachzuweisen, wurden 15 Wo-
chen alte untrainierte mit gleichaltrigen trainierten Tieren verglichen. In keiner Versuchstier-
gruppe konnte eine signifikante Steigerung der Belastungsfahigkeit durch Training verzeichnet
werden. Es zeigte sich auch hier deutlich, dass bei MPO kompetenten, trainierten Tieren eine
signifikant ausgepragtere Verringerung der Laufzeit zu messen ist, als bei MPO defizienten
Tieren, welche ihre anfangs erreichte Laufzeit, im Durchschnitt halten konnten.

Betrachtet man lediglich den Trainingseffekt der MPO defizienten Tiere fallt auRerdem die
starke Streubreite der erreichten Laufzeiten auf. Ungefahr die Halfte der Tiere hat eine hdhere
Laufzeit als der Durchschnitt der untrainierten Vergleichsgruppe erreicht, die andere Halfte
eine deutlich schlechtere (Abb. 6).

ok *a Abb. 6: Vergleich der Laufzeiten
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4.1.4. Uberpriifung der Methodik durch Verkiirzung der Erschépfungszone

Zur Uberpriifung der Methodik des Belastungstests wurde eine Verkiirzung der Erschépfungs-
zone des Laufbandes wie in Abbildung 7 dargestellt durchgefiihrt, und das Trainingsprotokoll
mit MIp-WT und MIp-KO Tieren wiederholt. Die Ergebnisse der Belastungstests sowie der
wahrend der Belastungstests pro Minute ausgeldsten LuftstéRe der MIp-KO Tiere, werden bei-
spielhaft in Abb. 8 dargestellt. Das Ergebnis der Anpassung des Versuchsaufbaues sind deut-
lich langere Laufzeiten der Tiere, zusammen mit weniger ausgeldsten LuftstéRen pro Minute.
Es kann also davon ausgegangen werden, dass die MIp-KO Tiere im Rahmen des urspring-

lichen Versuchsaufbaus wahrend der Belastungstests nicht vollstandig ausbelastet waren.

Abb. 7: Fotographien des Laufbandes vor und nach Anpassung der Erschopfungszone.
(A) Die Erschopfungszone (Metallstabe am linken Ende der Laufbahn) ist grof3. (B) Die Begrenzung der
Laufbahn (durchsichtige Begrenzung) wurde in Richtung Ende der Laufbahn verschoben, sodass die

Erschdpfungszone nur noch ca. 1cm betragt.
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Abb. 8: Entwicklung der Belastungstests der MIp-KO Tiere von Trainingswoche 1-
4 sowie Final, Vergleich von urspriinglicher und verkiirzter Ruhezone.

(A) Laufzeit die wahrend der Belastungstest erreicht wurde (B) LuftstoRe die pro Minute Laufzeit des
Belastungstests pro Maus ausgel6st wurden. n=7,5; Alter: 11-15 Wochen; Mittelwert £ SEM; *=p<0.05,
**=p<0.01, ***=p<0.001, ****=p<0.0001
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4.2 Echokardiographie
4.21. Bedeutung des Mip-KO und der MPO-Defizienz fur die kardiale

Funktion
Um den Einfluss des Belastungstrainings auf die kardiale Funktion von Mip-KO Tieren beur-
teilen zu kénnen, wurden zunachst echokardiographische Untersuchungen von Tieren durch-
gefuhrt, die noch kein Trainingsprogramm absolviert hatte, um somit die kardialen Aus-
gangsphanotypen der unterschiedlichen Versuchstiergruppen charakterisieren zu kénnen. Ei-
nes der charakteristischen Merkmale der dilatativen Kardiomyopathie ist die Veranderung der
Herzgeometrie in Form von einer deutlichen Dilatation der Ventrikel. Durch die strukturellen
Veranderungen des Zytoskeletts der Mip-KO Tiere weisen auch sie diese Veranderung auf,
was sich durch Betrachtung der M-Mode Abbildungen des linken Ventrikels augenscheinlich

bestatigen liel3.

(A) Mip**Mpo™"* (B) Mlp"Mpo*™*

(C) MIp**Mpo™ (D) Mip”Mpo™
Abb. 9: Darstellung der linken Ventrikel.

Abbildung der echokardiographisch dargestellten linken Ventrikel im M-Mode (motion-mode).
(A) MIp**Mpo*"* (B) MIp”Mpo*"* (C) MIp**Mpo™ (D) Mip”-Mpo™

Echokardiographisch zeigte sich eine signifikante Erhéhung des enddiastolischen linksventri-
kularen Volumens der Mip-KO Tiere, auRerdem war eine deutliche Erhéhung des Verhaltnis-
ses der E-Welle zur A-Welle (E/A) zu erkennen. Die E-Welle beschreibt den passiven Blutfluss
aus dem linken Vorhof in den Ventrikel zu Beginn der Diastole, die A-Welle spiegelt den mit-
ralen Blutfluss wider, der anschliel3end durch die Vorhofkontraktion erzeugt wird. Eine so deut-

liche Erhéhung des E/A Quotienten deutet auf eine ausgepragte diastolische Dysfunktion hin.
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Ein weiteres Hauptmerkmal der DCM ist die Einschrankung der linksventrikularen systolischen
Funktion. Echokardiographisch zeigte sich mit 34,34+1,91% eine signifikant niedrigere Ejekti-
onsfraktion der MIp-KO Tiere im Vergleich zu 60,36+2,59% bei den MIp-WT Tieren. Die Ejek-
tionsfraktion beschreibt den Anteil des Volumens, der in Bezug auf das enddiastolische Volu-
men wahrend der Ventrikelkontraktion in der Systole ausgeworfen wird. Auch das Schlagvo-
lumen, also das durch die Kontraktion ausgeworfenen Volumen, war signifikant reduziert, ge-
nau wie die ebenfalls die systolische Funktion beurteilende fraktionelle Verkirzung. Die frakti-
onelle Verkirzung beschreibt die prozentuelle Veranderung des linksventrikularen Durchmes-
sers in der Systole, welche durch die Kontraktion des Myokards erreicht wird.

Interessant ist der Vergleich mit den MPO defizienten Tieren. Die zusatzliche MPO-Defizienz
der MIp-KO Tiere verbesserte ihre eingeschrankte systolische Funktion deutlich. Die Ejekti-
onsfraktion gleichaltriger Tiere betrug 44,07+2,6% im Vergleich zu 34,34+1,91% in Anwesen-
heit von MPO (Abb. 10).
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Abb. 10: Echokardiographische Untersuchung der kardialen Funktion von Mip-KO
Tieren mit und ohne MPO-Defizienz

(A) Echokardiographische Untersuchung der Ejektionsfraktion, (B) der Fraktionellen Verkiirzung und
(C) des Schlagvolumens als Parameter fiir die systolische LV-Funktion. (D) Enddiastolischen Volumen
und (E) E/A Quotienten zur Beurteilung der diastolischen Funktion des linken Ventrikels. N=13,11,14,13;
Alter: 11-15 Wochen; Mittelwert £ SEM; *=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001, ****=p<0.0001
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Aufgrund der Tatsache, dass die MIp-KO Tiere nicht nur eine eingeschrankte Belastungsfa-
higkeit, sondern auch eine verminderte LVEF ausweisen, stellt sich die Frage, ob es eine di-
rekte Korrelation zwischen den beiden Parametern gibt. Diese Vermutung konnte allerdings
werden fur die MIp-KO, WT oder DKO Tiere einzeln, noch wenn man alle gemeinsam betrach-
tet (Abb. 11) festgestellt werden.

4.2.2. Entwicklung der kardialen Funktion zwischen der 11. und 15. Lebenswo-
che ohne Training
Der kardiale Phanotyp der Mip-KO Tiere entwickelt sich wie bereits beschrieben zwischen der

6. und 15. Lebenswoche. Um den Einfluss von Belastungstraining auf diese Entwicklung
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beurteilen zu kénnen, wurden zunachst die echokardiographischen Veranderungen gezeigt,
die ohne jegliches Belastungstraining eintreten wurden.

Wie in Abbildung 12 ersichtlich, lieRen sich jedoch keine Unterschiede der systolischen LV-
Funktion zwischen der 11. und 15. Lebenswoche darstellen. Auch weitere bestimmte Parame-
ter wie das Schlagvolumen, die fraktionelle Verkiirzung und das enddiastolische Volumen blie-

ben statistisch unauffallig.
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Abb. 12: Vergleich der systolische LV-Funktion im Alter von 11 und 15 Wochen.

Vergleich der Ejektionsfraktionen von 11 und 15 Wochen alten Tieren, ohne Belastungstraining.
n=5,8,4,7,7,7,7,6; Mittelwert + SEM; **=p<0.01***=p<0.001

4.2.3. Entwicklung der kardialen Funktion wahrend der vierwochigen Trainings-
periode
Der Effekt des Belastungstrainings auf die kardiale Funktion soll anhand des Vergleiches von
echokardiographisch gewonnenen Werten vor Beginn des Trainings (baseline), mit Werten
nach Abschluss der Trainingsperiode (trainiert) dargestellt werden. Dabei ist zum einen der
Vergleich der Mittelwerte der gesamten Trainingskohorte eines Genotyps interessant und zum
anderen die individuelle Veranderung der Werte jedes einzelnen Tieres.
Das Training konnte keine signifikanten Veranderungen der LVEF, weder bei MIp-KO noch bei
DKO oder WT Tieren hervorrufen. Eine signifikante Verbesserung zeigte sich allerdings bei
Betrachtung des Schlagvolumens der Mip-KO Kohorte und bei zusatzlicher MPO-Defizienz ist
einer Steigerung der Fraktionellen Verkirzung der Tiere nach Abschluss des Trainings festzu-
stellen.
Interessant ist auRerdem neben dem Vergleich der Mittelwerte der Kohorten, der Vergleich in
der Entwicklung jedes einzelnen Tieres wahrend des Trainings. Hierbei fallt bei der Betrach-
tung des Schlagvolumens auf, dass bei jeder MIp-KO Maus, ob mit oder ohne MPO-Defizienz
eine Verbesserung des Schlagvolumens nach Abschluss des Trainingsperiode zu verzeichnen
ist (Abb. 13).
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Abb. 13: Entwicklung der kardialen Funktion wahrend des Belastungstrainings.

Echokardiographisch bestimmte Werte der kardialen Funktion. Vergleich der vor Beginn des Trainings
gemessenen Werte, mit Werten nach Abschluss des vierwdchigen Trainings, jeweils aufgelistet als Ver-
gleich der Durchschnittswerte (X1) und der individuellen Veranderung jedes einzelnen Tieres (X2) (A)
Untersuchung der Ejektionsfraktion, (B) des Schlagvolumens, (C) der Fraktionellen Verkiirzung, (D) des
Herzzeitvolumens, (E) der linksventrikularen Masse, (F) des Enddiastolischen Volumen N=5,4,7,7; Al-
ter: 11-15 Wochen; Mittelwert £ SEM; *=p<0.05, **=p<0.01

Die bisher gezeigten Daten sollten einen méglichen Effekt von Belastungstraining auf die Ent-
wicklung der kardialen Funktion der einzelnen Tiere zeigen. Die folgenden Werte sollen durch
den direkten Vergleich gleichaltriger, trainierter und untrainierter Tiere abschlieRend klaren, ob
trainierte Tiere eine bessere kardiale Funktion aufweisen.

Es konnten jedoch lediglich die zuvor bereits gezeigten Unterschiede zwischen Mip-KO und
WT Tieren, sowieso zusatzlicher MPO-Defizienz bestatigt werden, es zeigten sich keine sig-
nifikanten Unterschiede der kardialen Funktionsparameter zwischen trainierten und untrainier-
ten Tieren (Abb. 14).

Diese Feststellung legt nahe, dass die vielfach nachgewiesenen positiven Effekte von Belas-

tungstraining, wie bereits angenommen, nicht vorrangig auf einer Verbesserung der kardialen
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Funktion beruhen, sondern dass sie ihren Ursprung anderswo, beispielsweise im Skelettmus-

kel haben.
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Abb. 14: Vergleich der kardialen Funktion untrainierter und trainierter Tiere.

Echokardiographisch bestimmte Werte der kardialen Funktion. Vergleich von untrainierten 15 Wochen
alten Tieren mit 15 Wochen alten Tieren die das vierwdchige Trainingsprogramm absolviert haben. (A)
Untersuchung der Ejektionsfraktion, (B) der Fraktionellen Verkirzung, (C) des Schlagvolumens und (D)
des Herzzeitvolumens, N=8,5,7,4,7,7,6,7; Alter: 15 Wochen; Mittelwert + SEM; *=p<0.05, **=p<0.01,
***=p<0.001, ****=p<0.0001

Dass das Gewebe der Tiere der Trainingskohorte, trotz des durch den Belastungstest nicht
ausreichend darstellbaren Trainingserfolges trotzdem fiir weitere Versuche zur Analyse von
Trainingseffekten verwendet werden kann, Iasst sich mit der zurtickgelegten Gesamtdistanz
der Tiere begriinden. In den gesamten vier Wochen des Trainings legten MIp-KO Tiere durch
Adaptation, Training und Belastungstest jeweils durchschnittlich 6,31 Kilometer zurlck, bei
zusatzlicher MPO-Defizienz interessanterweise sogar 7,6 Kilometer. Bei den Wildtyp-Tieren
waren es durchschnittlich 5,99 Kilometer pro Tier (Abb. 15).
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Abb. 15: Distanz die wahrend des gesamten Versuches, einschlielich Adaptation, Be-
lastungstest und vierwéchigem Training pro Tier zuriickgelegt wurde.

Errechnet durch Addition der einzelnen Laufzeiten der Tiere. n=8,4,7,8; Alter: 11-15 Wochen; Mittelwert
+ SEM

4.3 Die Auswirkung von Belastungstraining auf die Konzentration der Myelo-
peroxidase
Erhéhte MPO-Plasmaspiegel konnten bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz nachge-
wiesen werden, wobei die Konzentration sogar mit dem NYHA-Stadium der Erkrankung kor-
reliert. Dies legt die Vermutung nahe, dass auch bei der Mip-KO Maus die Menge an syste-
misch zirkulierendem MPO erhéht ist. Zur Uberpriifung der Hypothese wurden Plasma Proben
mithilfe eines MPO-ELISAs bezuglich der MPO-Konzentration untersucht (siehe Abb. 16). Es
konnte signifikant weniger MPO im Plasma der MIp-KO Tiere im Vergleich zu WT Tieren fest-
gestellt werden, dies bestatigte sich im Vergleich von untrainierten Tieren (p=0,032) und im
Vergleich von trainierten Tieren (p=0,034). Aufgrund ihres Genotyps wiesen die DKO Mause
kein MPO im Plasma auf. Im nachsten Schritt wurden die untrainierten Tiere mit Tieren, die
das vierwochige Trainingsprogramm absolviert hatten verglichen, da bereits in klinischen Stu-
dien gezeigt werden konnte, dass regelmafiges Belastungstraining den MPO-Plasmaspiegel
von Patienten mit kardiovaskularen Risikofaktoren senkt'®®. Dies konnte zumindest als Trend
bestatigt werden (siehe Abb. 16), die Ergebnisse erreichten allerdings keine statistische Sig-

nifikanz.
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e untrainiert Abb. 16: MPO-Konzentration im Plasma.
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Da MPO seine pathophysiologischen Eigenschaften vielfach Gber Interaktionen mit dem Ge-
falendothel vermittelt, sollten im folgenden Schritt Unterschiede in der Menge an MPO nach-
gewiesen werden, die an das Endothel gebunden in der Peripherie vorliegt. Aufgrund seiner
kationischen Ladung interagiert MPO mit der Glykokalix der Endothelzellen und liegt dort im-
mobilisiert vor. Zur Konzentrationsbestimmung wurde nach Entnahme der Plasmaprobe der
gesamte vaskulare Kreislauf der Tiere mit einer heparinhaltigen Perfusionslésung gespult. Das
Heparin 16st durch seine starke negative Ladung das MPO von den Glykokalix, sodass es frei
im aufgefangenen Perfusat vorliegt. Es zeigt sich eine signifikant erhéhte Menge an peripher
abgelagertem MPO in untrainierten Mlp-KO Tieren im Vergleich zu WT Tieren (p=0,0408).
Nach Abschluss des Trainingsprogrammes sinkt diese initial erhdhte Menge signifikant auf
Werte, die sogar unterhalb der Ausgangswerte der WT Tiere liegen (p=0,0002). Bei den WT
Tieren zeigt sich durch das Training keine Veranderung der peripheren MPO-Konzentration
(Abb. 17).
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Bl untrainiert Abb. 17: Konzentration des peripher an die Endothel-
= trainiert wand gebundenen MPOs.

4004 __* __— Vergleich der durch Heparin-Perfusate gewonnenen und mittels
MPO-ELISA gemessenen MPO-Konzentrationen, welche das an
den Endothelzellen anhaftende MPO darstellen. Direkter Ver-
gleich untrainierter und trainierter Tiere. N=7,7,6,7,2,8; Alter: 15

Wochen; Mittelwert + SEM; *=p<0.05, ***=p<0.001
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4.4 Anpassung der Skelettmuskulatur an das Belastungstraining — Neoangio-

genese

Um mogliche periphere Effekte des Belastungstrainings, sowie unterschiedliche Ausgangssi-
tuationen der Mip- bzw. Mpo-KO Tiere nachweisen zu kénnen, wurde die Kapillarisierung des
M. Soleus des Hinterlaufs der Tiere untersucht. Eine héhere Anzahl an Kapillaren pro Muskel-
faser geht einher mit einer besseren Durchblutung der Muskulatur und somit einer besseren
Versorgung mit Sauerstoff und Energielieferanten, sowie verbessertem Abtransport anfallen-
der Stoffwechselprodukte. MPO-Defizienz kénnte Einfluss auf die Durchblutung nehmen, da
in Abwesenheit von MPO mehr Stickstoffmonoxid zur Verfugung steht, was wiederum vasodi-
latierend auf die Gefalie wirkt.

Zur Darstellung der Kapillarisierung wurde eine immunhistologische Farbung von M. soleus
Querschnitten der Versuchstiere unter Verwendung eines Anti-CD31 Antikdrpers durchge-
fuhrt. CD31 ist ein Thrombozyten-Endothelzell-Adhasionsmolekil, welches auf der Oberflache
von Endothelzellen lokalisiert ist. Es konnten keine signifikanten Unterschiede bei der Auszah-
lung der angefarbten Kapillare pro Muskelfaser festgestellt werden, weder in Abhangigkeit des

Trainingsstatus noch bei Betrachtung des MIp- beziehungsweise Mpo-KO Status (Abb. 18).
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Abb. 18: Darstellung der Anzahl an Kapillaren pro Muskelfaser des M. soleus.

(A) Vergleich der Kapillaren pro Muskelfaser zwischen untrainierten und trainierten Tieren.
n=8,4,5,6,7,7,7,4; Alter: 15 Wochen; Mittelwert + SEM (B) Reprasentative Bilder der immunhistochemi-
schen Anti-CD31 Antikorper Farbung des M. soleus Querschnitts.

Interessant ist allerdings die Betrachtung der Expression des vascular endothelial growth fac-
tors (VEGF) welche im M. gastrocnemius des Hinterlaufes der Tiere gemessen wurde. Es zeigt
sich eine signifikante Steigerung der Expression durch das Training bei den Mip-WT und DKO
Tieren (MIp-WT Tiere untrainiert vs trainiert: p=0,014); DKO Tiere untrainiert vs trainiert:
p=0,0117). Bei den Mip-KO Tieren ist ebenfalls eine Steigerung der Expression sichtbar, die
Werte erreichen allerdings keine statistische Signifikanz (Abb. 19). VEGEF ist ein Protein, das

als Signalmolekilen die Proliferation von Endothelzellen stimuliert und somit zur Angiogenese

beitragt.
Bl untrainiert Abb. 19: VEGF-mRNA Expression im M. gastrocnemius.
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4.5 Charakterisierung der Expression mitochondrialer Marker in der Skelett-
muskulatur und der Einfluss von Belastungstraining

Die Tatsache, dass Belastungstraining nachgewiesenermafen zu einer Erhéhung der Mito-
chondrien Dichte des Skelettmuskels fihrt zusammen mit der Feststellung, dass die Oberfla-
chendichte COX-positiver Mitochondrien bei Herzinsuffizienz Patienten signifikant herabge-
setzt ist, flhrte zu der abschlieRend zu untersuchenden Fragestellung, inwieweit der Mip-KO
bzw. eine MPO-Defizienz Einfluss auf die Entwicklung der Mitochondriendichte durch das Trai-
ning der in dieser Arbeit untersuchten Versuchstiergruppen hat'**'%®, Eine verminderte Zanhl
an Mitochondrien im Skelettmuskel fuhrt zu verminderter oxidativer Kapazitat und somit ein-
geschrankter Belastungsfahigkeit. Der genannte Effekt ist mechanistisch im Kontext dieser
Arbeit interessant, da eine verminderte oxidative Kapazitat unter Belastung zu oxidativem
Stress und einem erhohten inflammatorischen Status, primar des Skelettmuskels und mog-
licherweise sekundar auch systemisch fihren kann. Da eine erhdhte Zahl bestimmter pro-in-
flammatorischer Zytokine im Blutplasma positiv mit der Progression der DCM korreliert, ist die
Veranderung der Mitochondrienzahl oder -qualitat ein denkbarer Mechanismus, Uber den re-
gelmaRiges Ausdauertraining die Entwicklung der DCM positiv beeinflussen kénnte*:.
Untersucht wurde die mRNA-Expression mehrerer Untereinheiten von Komplexen der mito-
chondrialen Atmungskette in Gewebe des M. gastrocnemius mittels quantitativer real-time
PCR. Die Cytochrom-c-Oxidase Untereinheit 4i (COX4i) ist ein Teil der COX, des Komplex 4
der Atmungskette, welcher in die innere Mitochondrienmembran eingelagert ist. Die Ubichinol-
Cytochrom-c-Reduktase-Kernprotein 1 (UQCRCH1) ist eine Untereinheit des Komplex 3 und
die Succinat-Dehydrogenase-Komplex-Flavoprotein-Untereinheit A (SDHA) Teil des Komplex
2 der Atmungskette, ebenfalls ansassig in der Inneren Membran.

Die Expression aller drei untersuchten Marker ist bei den MIp-KO Tieren signifikant erhdht im
Vergleich zu WT Tieren, in Abwesenheit von MPO ist dieser Effekt interessanterweise nicht
mehr nachzuweisen (siehe Abb. 20). Nach Abschluss des Trainings wiederum zeigt sich die
Expression der COX4i bei den Mip-KO Tieren signifikant reduziert, die Expression der
UQCRC1 und SDHA zeigen gleiche Tendenzen, ohne jedoch statistische Signifikanz zu errei-
chen. Durch zusatzliche Abwesenheit von MPO ist der genannte Effekt aufgehoben und sogar
in die gegenlaufige Richtung umgekehrt: DKO Tiere zeigen vor allem in Bezug auf die Expres-
sion der UQCRC1 und SDHA eine signifikante Steigerung der Expression durch Belastungs-

training.
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Abb. 20: Vergleich der mRNA-Expression von Proteinen der mitochondrialen
Atmungskette zwischen untrainierten und trainierten Tieren.

Quantitative Auswertung der real-time PCR fiir die (A) Cytochrom-c-Oxidase 4i (COX4i) (B) Ubichinol-
Cytochrom-c-Reduktase-Kernprotein 1 (UQCRC1) (C) Succinat-Dehydrogenase-Komplex-Flavopro-
tein-Untereinheit A (SDHA); n=5,5,6,6,5,6; Alter: 15 Wochen; Mittelwert + SEM; *=p<0.05, **=p<0.01,
***=p<0.00, ****=p<0.0001

5. Diskussion

Ziel dieser Arbeit ist es die Themengebiete dilatative Kardiomyopathie und kardiale Funktion,
Belastungstraining und funktionelle Kapazitat sowie Inflammation, insbesondere die Rolle der
Myeloperoxidase zu untersuchen und eventuelle mechanistische Zusammenhange darzustel-
len. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Mip-KO Mause als murines Modell der DCM sowie Mip-
KO Mause mit zusatzlichem Mpo-KO Uber einen Zeitraum von insgesamt vier Wochen auf
einem extra fur Kleintiere entwickelten Laufband trainiert. Ihre Belastungsfahigkeit wurde an-
hand von wdchentlichen, standardisierten Belastungstest aufgezeichnet und die Entwicklung
ihrer kardialen Funktion anhand von wiederholten echokardiographischen Untersuchungen
verfolgt. Ruckschlisse auf korperliche Anpassungsprozesse, insbesondere Veranderungen
des inflammatorischen Status durch das Training wurden abschlieltend durch Gewebeunter-
suchungen aus Herz-, Skelettmuskulatur und Blutplasma gewonnen.

Im Folgenden Abschnitt werden die aufgefiihrten Ergebnisse diskutiert und in den Kontext der

aktuellen Forschung eingeordnet.

63



5.1 Bedeutung des MIp-KO fir die kardiale Funktion und Anpassung durch
MPO-Defizienz

Um die genannten Zusammenhange sinnvoll darstellen zu konnen, sollte in diesem Abschnitt
der Arbeit zunachst der eingeschrankte kardiale Phanotyp der Mip-KO Mause bestatigt und
der Einfluss eines zusatzlichen Mpo-KO anhand der echokardiographisch gewonnenen Daten
diskutiert werden. Arber et al. etablierten bereits 1997 die MIp-KO Maus als sinnvolles Tiermo-
dell zur Untersuchung der DCM'%. Dies wurde durch die echokardiographischen Untersuchun-
gen auch in dieser Arbeit zweifelsfrei bestatigt. Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe zeigten au-
Rerdem bereits durch in vivo ermittelte Druck Volumen Schleifen eine signifikante Erhéhung
der linksventrikularen isovolumetrischen Relaxation (Tau) bei MIp-KO Tieren, beweisend fur
eine deutliche diastolischen Dysfunktion. In Zusammenschau mit diesen Vorarbeiten kann
auch die hier festgestellte signifikante Erhéhung des E/A Quotienten bei Mip-Knockout Tieren
als Hinweis fir eine erhebliche Stérung der linksventrikuldren Funktion gedeutet werden'®®.

Bemerkenswerterweise konnte gezeigt werden, dass die MiIp-KO Tiere bei zusatzlicher MPO-
Defizienz eine signifikant hohere Ejektionsfraktion als die MPO naiven Tiere ausweisen. Die
Frage, worauf diese enorme Verbesserung der kardialen Funktion beruht ist bislang ungeklart.
Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe zeigen anhand von Analysen kardialen Gewebes unter
dem Elektronenmikroskop, dass es keinen Unterschied in der Sarkomerstruktur zwischen den
Mip-KO und DKO Tieren gibt. Es konnte auch kein Unterschied in dem Fibrosegrad des linken
Ventrikels oder in der Funktion der Mitochondrien festgestellt werden. Dem gegenuber konn-
ten bereits deutliche Unterschiede im peripheren vaskuldren System nachgewiesen werden.
In Abwesenheit von MPO besteht ein deutlich geringerer peripherer vaskularer Widerstand,
unter anderem erklarbar durch die erhéhte Bioverfugbarkeit von vasodilatatorisch wirkendem
NO. Aufbauend auf diesen Feststellungen stellten wir die Hypothese auf, dass MIp-KO Tiere
in Abwesenheit von MPO nicht nur eine bessere kardiale Funktion, sondern auch eine erhohte

Belastungstoleranz aufweisen muissten.

5.2 Auswirkung des MIp-KO auf die Belastungsfahigkeit

Die eingeschrankte Belastungsfahigkeit von DCM-Patienten, darstellbar beispielsweise durch
die Uberpriifung der 6-Minuten Gehstrecke oder maximale Ausdauerleistungstests, ist eines
der ersten Symptome der Erkrankung und geht mit einer starken Einschrankung der Lebens-
qualitat einher.

Ein Grund fir die starke Einschrankung ist die Unfahigkeit des Herzens das Schlagvolumen
des linken Ventrikels adaquat an die Belastungssituation zu steigern und eine daraus resultie-
rende Minderperfusion des peripheren Gewebes, unter anderem der Skelettmuskulatur. Der

durch die DCM ohnehin bereits stark dilatierte Ventrikel ist nicht in der Lage die Vorlast noch

64



weiter zu erhdhen. AuRerdem kann die Kontraktilitdt des Ventrikels nicht gesteigert werden
durch eine verminderte Sensibilitat der B-Adrenozeptoren und die vermehrte Aktivitat des
RAAS, welche zu einer Erhéhung des peripheren vaskuldren Widerstandes fiihrt'%,

Aus diesen Grinden ware also auch bei MIp-KO Tieren eine eingeschrankte Belastbarkeit
wahrend des einmaligen Belastungstest zu erwarten. Weiterfihrend wére bei zusatzlicher
MPO-Defizienz eine gesteigerte Belastungsfahigkeit durch die bessere kardiale Funktion und
insbesondere durch den geringeren peripheren Widerstand zu erwarten. Bisher gibt es keine
Veroéffentlichung in welcher das Laufverhalten bzw. die funktionelle Kapazitat von Mip-KO bzw.
DKO Tieren anhand von Laufbandbelastungstest oder einer anderen Belastungssituation un-
tersucht wurde.

Die Laufbandbelastungstest zeigten in der Tat eine eingeschrankte Belastungsfahigkeit der
Mip-KO Tiere. Im Alter von 11-15 Wochen, also zu einem Zeitpunkt an dem der kardiale Pha-
notyp der Mip-KO Tiere vollstandig entwickelt ist, erreichten die MIp-KO Tiere im Rahmen des
einmaligen Belastungstests im Durchschnitt lediglich eine maximale Laufzeit von 21,19 Minu-
ten, wahrend die MIp-WT Tiere 25,49 Minuten erreichten (MIp-KO vs WT: 21,19+1,49 Minuten
vs 25,49+1,38 Minuten (p=0,0147).

Bei zusatzlicher MPO-Defizienz, konnte hier im Gegensatz zu den kardialen Untersuchungen
allerdings keine Verbesserung dargestellt werden. DKO Tiere erreichten im Durchschnitt eine
ahnlich eingeschrankte Laufzeit wie die MIp-KO Tiere, auch wenn dies im direkten Vergleich
mit den Wildtyp Tieren keine statistische Signifikanz erreichte. Auffallig waren die sehr hetero-
genen Ergebnisse innerhalb der einzelnen Gruppen: die maximalen Laufzeiten der Mip-KO
Tiere reichten von 11,54 Minuten bis 29,32 Minuten, ahnliche Streubreiten lagen auch bei den

Ubrigen Versuchstiergruppen vor.

Weiterfihrende statistische Untersuchungen zeigten, dass die Belastungsfahigkeit der Tiere
nicht mit der LVEF korreliert. Dieses Ergebnis deckt sich mit Ergebnissen bisherige Studien
welche besagen, dass es keine Korrelation zwischen der LVEF und der funktioneller Kapazitat
gibt. Bereits 1981 stellten Franciosa et al. fest, dass die in Ruhe echokardiographisch gemes-
sene Herzleistung nicht mit der Belastbarkeit und Symptomatik von Patienten mit Herzinsuffi-
zienz korreliert'"!. Tierexperimentelle Studien an Mausen kommen mehrheitlich zu dem glei-

chen Ergebnis.

Aber obwohl die LVEF und die Belastbarkeit nicht direkt miteinander korrelieren verbessert
regelmafiges Belastungstraining in Studien nachweislich sowohl die LVEF als auch die Be-
lastbarkeit. Es scheint also, der Trainingserfolg ist nicht direkt begriindet in der Verbesserung
der LVEF sondern in anderen, z.B. peripheren Mechanismen, welche unter anderem mit einer

Verbesserung der LVEF einhergehen.
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5.3 Einfluss von Belastungstraining auf die funktionelle Kapazitat

Positive Auswirkungen von Belastungstraining auf Herzinsuffizienz beziehungsweise DCM-
Patienten sind in vielen Studien belegt worden. Regelmafiges kdrperliches Belastungstraining
fuhrt zu einer 11%igen Reduktion der primaren Endpunkte Hospitalisierung und Tod, zur Stei-
gerung der LVEF in Ruhe und unter Belastung, sowie zur Steigerung der Belastungsfahigkeit
und somit auch der Lebensqualitit der Patienten'?"122,

Unumstritten in beinahe allen diesen Studien ist die Steigerung der V(Oz)max. Die V(O2)max
als Bruttokriterium der kardiopulmonal-metabolischen Kapazitat soll im Rahmen dieser Arbeit
aufgeteilt werden in kardiale und extrakardiale Anpassungsprozesse. Kardiale Daten werden
durch echokardiographische Untersuchung vor Beginn des Trainings und nach Abschluss der
letzten Trainingswoche aufgezeichnet, extrakardiale Daten im Rahmen der Gewebe- und Plas-
mauntersuchungen nach Abschluss des Trainings.

Die Arbeitshypothese besagt, dass MIp-KO Tiere vor allem durch extrakardiale Anpassungs-
prozesse wahrend des Trainings, insbesondere durch Reduktion des peripheren vaskularen
Widerstandes sowie einer Reduktion des grundsatzlich erhéhten inflammatorischen Status
eine deutliche Verbesserung ihrer Belastungsfahigkeit erreichen und auch im Endeffekt ihre
kardiale Funktion verbessern kénnen, beziehungsweise das Fortschreiten der Entwicklung der
DCM eingegrenzt wird. Bei zusatzlicher MPO Defizienz wird hingegen angenommen, dass die
Tiere ihre Belastungsfahigkeit nur in geringerem Mal3e verbessern kdnnen, da insbesondere
ihr peripherer vaskularer Widerstand bereits deutlich niedriger ist, und ihre kardiale Funktion
bereits am Ausgangspunkt des Experiments deutlich besser ist. Sie dienen also zum einen als
Kontrollgruppe, ob die Reduktion des peripheren Widerstandes einen Einfluss auf die Entwick-
lung der DCM zu vernehmen mag und letztendlich den gleichen Effekt wie die angeborene
MPO-Defizienz auf die kardiale Funktion hat. AuRerdem sollte durch das Training der DKO-
Kohorte Uberprift werden, inwieweit die Modifikation des inflammatorischen Status einen Ein-
fluss auf die kardiopulmonal-metabolische Kapazitat, kardial und extrakardial hat, dieser Un-
terpunkt wird zu einem spateren Zeitpunkt diskutiert werden.

Das Trainingsprogramm dauerte vier Wochen lang und bestand aus funf Laufeinheiten pro
Woche, bei denen mit steigender Intensitat auf einem Laufband trainiert wurde. In der ersten
Woche liefen die Tiere jeweils 30 Minuten pro Tag, in der zweiten 40, in der dritten 50 und in
der vierten 60 Minuten. Das Training fand an finf aufeinanderfolgenden Tagen statt, gefolgt
von zwei Ruhetagen. Vor Beginn des Trainings, am Ende jeder Trainingswoche, sowie nach
Abschluss des Trainings wurde der standardisierte Belastungstest durchgefuihrt. Diese dienten
zum einen der Dokumentation der Entwicklung der Belastungsfahigkeit, zum anderen wurde
hierdurch die Geschwindigkeit des Laufbands flir die Trainingstage der folgenden Woche in-
dividuell fir jede Maus bestimmt. Sie lag bei 65% der wahrend des Belastungstest am Anfang

der Woche maximal erreichten Geschwindigkeit des Tieres. Dies sollte sicherstellen, dass das
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Training ein moderates Belastungstraining darstellt und die aerobe Kapazitat der Tiere nicht
Uberschritten wird.

Die erwartete Steigerung der Belastungsfahigkeit konnte im Rahmen des Trainings der Mip-
KO Tiere allerdings nicht reproduziert werden. Im Gegenteil, die erreichte maximale Laufzeit
wahrend des am Ende jeder Trainingswoche durchgefiihrten Belastungstests nahm wahrend
des Versuches beinahe kontinuierlich ab, sodass nach vierwéchigem Training lediglich eine
durchschnittliche Laufzeit von 3,76+1,232 Minuten verzeichnet wurde. Gleiche Ergebnisse
zeigten sich beim Training der MIp-WT Tiere. Die Ursache hierfir ist am wahrscheinlichsten
ein methodisches Problem des Trainingsprogrammes. Betrachtet man die Entwicklung der
LuftstéRe die pro Minute durch ein Tier auf seiner Laufbahn ausgelést wurden, ohne jedoch
eines der Stopp-Kriterien des Protokolls zu erfillen, ist der Grund ersichtlich. Wahrend des
primaren Belastungstests, dem lediglich die Eingewdhnungsphase an das Gerat und noch
keine Trainingswoche voran gegangen war, I6sten MIp-WT Tiere durchschnittlich 2,54+0,4828
LuftstdRe/Minute aus, bei einer erreichten Laufzeit von durchschnittlich 24,5+2,067 Minuten.
Nach drei Wochen Belastungstraining waren es hingegen 15,51+1,963 Luftst63e/Minute bei
einer Laufzeit von nur noch 7,99+3,228 Minuten. Die Steigerung der LuftstéRe/Minute lasst auf
ein inkonstantes Laufverhalten rickschlieen, welches vermutlich durch einen Gewdéhnungs-
effekt der Tiere an den Luftstol3 des Gerates zu begrinden ist. Die Tiere sind also vermutlich
nicht mehr bis zu ihrer maximalen Belastungsgrenze gelaufen, sondern haben gelernt, dass
wenn sie oft genug beziehungsweise lange genug in der Erschépfungszone sitzen bleiben,
das Laufband automatisch stoppt und sie nicht mehr weiterlaufen mussten.
Interessanterweise schienen die Tiere mit zusatzlicher MPO-Defizienz diesem Gewdhnungs-
effekt weniger stark unterlegen zu sein. Die DKO-Kohorte war zwar ebenfalls nicht wie ur-
sprunglich angenommen dazu in der Lage ihre Belastungsfahigkeit zu steigern, aber nach
vierwochigem Training erreichten sie immerhin dieselben Ergebnisse im Belastungstest wie
zu Beginn der Trainingsperiode. Gleiche Verhaltnisse werden bei den MIp-WT Tieren mit zu-
satzlichem Mpo-KO verzeichnet.

Eine Uberpriifung der Methodik wurde durch Modifizierung des Laufbandes durchgefiihrt. Der
Bereich der Erschépfungszone wurde deutlich verkleinert, sodass die Tiere nicht mehr die
Méglichkeit hatten hier auch nur kurz am Rand des Laufbandes zu sitzen, sondern direkt wei-
terlaufen mussten. Die Entwicklung der Laufzeiten der MiIp-KO Tiere zeigt, dass unter den
neuen Versuchsbedingungen die MIp-KO Tiere ihre Belastungsfahigkeit von urspriinglich
22,9242,731 Minuten (im Vergleich zur ursprunglichen Erschépfungszone: 18,71+1,855 Minu-
ten) auf 31,18+1,471 Minuten (im Vergleich zur ursprunglichen Erschépfungszone: 3,76+1,232
Minuten) nach Abschluss des Trainings steigern konnten. WT Tiere hingegen sind auch unter

den neuen Versuchsbedingungen nicht in der Lage ihre Belastungsfahigkeit zu steigern,
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obwohl auch bei ihnen zumindest langere Laufzeiten in den Belastungstest wahrend den Trai-
ningswochen zu verzeichnen waren.

Diese Ergebnisse zeigen deutlich die Instabilitat der Studienergebnisse, welche sich durch nur
minimale Anpassung des Versuchsaufbaus drastisch verandern lassen.

Es ist schwierig zu beurteilen, warum die Mpo-KO Tiere im Gegensatz zu MPO naiven Tieren
in der Lage sind ihre Belastungsfahigkeit zu erhalten. Ob hier tatsachlich korperliche Unter-
schiede vorliegen, oder, ob ein methodisches Problem wie z.B. ein fehlerhaftes Protokoll des
Belastungstests vorlag, ist aktuell nicht zu beurteilen. Bei Uberpriifung der Methodik anhand
der aktuellen Studienlage wird schnell klar, dass die hohe Diversitat der Trainingsprotokolle
die Vergleichbarkeit von Verdffentlichungen zur Belastungsfahigkeit von Mausen kaum mdg-
lich macht. Es gibt unterschiedliche Belastungssituationen wie Training auf dem Laufband,
Laufrad, oder Schwimmen, erzwungenes oder freiwilliges Training. Bezogen auf das Lauf-
bandtraining gibt es Versuchsaufbauten die wie in dieser Arbeit LuftstéRRe als Stimuli verwen-
den, in vielen anderen Arbeiten werden jedoch auch leichte Elektroschocks verwendet. Es ist
leicht vorstellbar, dass es zu einem erheblichen Unterschied in den Ergebnissen kommt, selbst
wenn jedes sonstige Detail eines Versuchsaufbaus tbernommen wird, aber eine Maus nicht
durch LuftstolRe, sondern durch Elektroschocks zum Laufen stimuliert wird.

Aber auch wenn das Belastungstestprotokoll im Rahmen des Trainings scheinbar problema-
tisch ist, bleibt die Tatsache bestehen, dass die MIp-KO Tiere wahrend des einmaligen Belas-
tungstests vor Beginn der Trainingsperiode eine eingeschrankte Belastungsfahigkeit zeigten.
Da diesem einmaligen Test lediglich die Eingewdhnung an das Laufband vorrausging, ist hier
nicht von einem Gewdhnungseffekt auszugehen und die Ergebnisse des einmaligen Tests
werden weiter als auswertbar angesehen.

AuRerdem bleibt die Tatsache bestehen, dass die Tiere der Trainingskohorte trotz nur einge-
schrankt bewertbarem Belastungstest das Training an den tbrigen Tagen der Woche absol-
viert und somit im Durchschnitt ca. 7km wahrend der vier Trainingswochen zuriickgelegt ha-
ben, wahrend die Vergleichskohorte die gesamten vier Wochen in einem Kafig verbrachte.
Auch wenn also nicht zu beurteilen ist, ob sich die Belastungsfahigkeit der Tiere durch das
Training verandert hat, scheint es durchaus lohnenswert das Gewebe der Tiere beziehungs-
weise echokardiographische Daten auf Anpassungsprozesse an das absolvierte Training zu

untersuchen.

5.4 Einfluss von Belastungstraining auf die kardiale Funktion

Die grundsatzlichen Unterschiede der echokardiographisch gemessenen kardialen Funktion
zwischen WT, Mip-KO und DKO Tieren wurde zu Anfang bereits beschrieben. Im Folgenden
soll es um die Entwicklung der kardialen Funktion zwischen der 11. und 15. Lebenswoche

gehen und welchen mdglichen Effekt das Belastungstraining auf diese Entwicklung ausubt.
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Da sich der kardiale Phanotyp der Mip-KO Mause innerhalb der ersten Lebenswochen entwi-
ckelt, sollte durch Untersuchungen einer Vergleichsgruppe untrainierter Tiere ein mdglicher
Einfluss der grundlegenden Entwicklung bzw. Alterung der Tiere ausgeschlossen werden. Hier
sieht man, dass zwischen der 11. und 15. Lebenswoche bei keinem der genannten Genotypen
eine signifikante Veranderung der LVEF, FS oder des enddiastolischen Volumens mehr statt-

findet, die kardiale Funktion also stabil bleibt.

Das Training konnte keine signifikanten Veranderungen der LVEF, weder bei Mip-KO noch bei
DKO oder WT Tieren hervorrufen. Bisherige Veréffentlichungen in Bezug auf DCM-Patienten
zeigen heterogene Ergebnisse was die Auswirkungen von Training insbesondere auf die LVEF
angeht. Holloway et al. lieRen DCM-Patienten acht Wochen lang trainieren und konnten an-

schlieBend einen Anstieg der Ruhe LVEF um 16% nachweisen'?

. Auch Stolen et al. zeigten
anhand von fiinfmonatigem Training eine signifikante Steigerung der EF'?®. Demgegeniiber
berichten Myers et al., dass es keine Veranderungen der LVEF, des enddiastolischen oder
endsystolischen Volumens nach achtwdchigem Training gab. Einen positiven Trainingseffekt
stellten sie allerding bei der Relaxationsgeschwindigkeit des Ventrikels bei der Trainingsko-
horte fest, welche sie mit einer verbesserten diastolischen Fiillung assoziierten'?.

Eine durchgefiihrte Metaanalyse mit insgesamt Gber 400 eingeschlossenen Patienten welche
unter Herzinsuffizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion (HFpEF) litten zeigte aulRerdem, dass
Training zwar die korperliche Belastbarkeit sowie die Lebensqualitat verbessert, aber keine
signifikante Verbesserung der LV-systolischen oder diastolischen Funktion bewirkte'°.

Eine signifikante Verbesserung zeigte sich im Rahmen dieser Arbeit bei Betrachtung des
Schlagvolumens der MIp-KO Kohorte und bei zuséatzlicher MPO-Defizienz ist einer Steigerung
der Fraktionellen Verkurzung der Tiere nach Abschluss des Trainings festzustellen.
Interessant ist auRerdem neben dem Vergleich der Mittelwerte der Kohorten, der Vergleich in
der Entwicklung jedes einzelnen Tieres unter dem Training. Hierbei fallt bei der Betrachtung
des Schlagvolumens auf, dass bei jeder MIp-KO Maus, ob mit oder ohne MPO-Defizienz eine
Verbesserung des Schlagvolumens nach Abschluss des Trainingsperiode zu verzeichnen ist.
Als zwischenzeitliches Fazit ist also festzuhalten, dass die Steigerung der V(O2)max von DCM-
Patienten als Bruttokriterium der kardiopulmonalen metabolischen Kapazitat durch Ausdauer-
training unumstritten ist. Weiterhin ist in dieser Arbeit klar deutlich geworden, dass die kardiale
Funktion von MIp-KO und DKO im Vergleich zu WT Tieren zwar unterschiedlich ist, sich durch
vierwdchiges Training aber nur bedingt beeinflussen lasst und auch diese Feststellung stimmt
zumindest mit einem Teil der aktuelle heterogenen Studienergebnisse Uberein. Wenn also
nicht die Verbesserung der kardialen Funktion der Grund fiir die Steigerung der V(Oz2)max ist,

liegt die Vermutung nahe, dass der Grund hierfur extrakardial liegen muss.
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5.5 Die Verteilung der Myeloperoxidase im Gewebe

Pathophysiologisch gibt es vielfach nachgewiesene Zusammenhange zwischen verstarkten
inflammatorischen Prozessen und der Herzinsuffizienz. Erhéhte Serum Zytokin Spiegel, die
verstarkte Expression inflammatorischer Marker im Myokard und die vermehrte Produktion von
ROS sind nur einige erwdhnenswerten Merkmale®'®'. Unklar bleibt in vielen Fallen der ge-
naue mechanistische Zusammenhang beziehungsweise auch die Frage, ob der erhéhte Grad
der Inflammation Ursprung oder Folge der Herzinsuffizienz ist. In dieser Arbeit wird daher ins-
besondere auf die Myeloperoxidase eingegangen. Um nur einige der Studien zum Zusammen-
hang zwischen MPO und kardiovaskularen Erkrankungen erneut aufzugreifen gilt zu nennen,
dass Untersuchungen erhéhte MPO-Plasmaspiegel bei Patienten die an Vorhofflimmern lei-
den zeigten, dass ein hdheres Risiko fir die Endpunkte Tod und nicht letaler Myokardinfarkt
bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom und hohen MPO-Spiegeln nachgewiesen ist und,
dass erhohte MPO-Spiegel bei Patienten mit verminderter linksventrikularer Ejektionsfraktion
vorliegen®®. Hervorzuheben gilt insbesondere die positive Korrelation zwischen MPO-Plas-
maspiegeln und dem NYHA-Stadium der Herzinsuffizienz, da das NYHA-Stadium direkt die
Belastbarkeit von Patienten wiederspiegelt™.

Die in dieser Arbeit gemessenen MPO-Plasmaspiegel konnten die zuvor beschrieben Korre-
lationen nicht widerspiegeln, im Gegenteil bei den MIp-KO Tieren konnte signifikant weniger
MPO im Plasma nachgewiesen werden als bei WT Tieren. Umgekehrt verhielt sich das Ver-
haltnis der Menge des peripher an die GefaBwand gebundenen MPO, hier waren signifikant
héhere Mengen bei den MiIp-KO Tieren nachweisbar. Ein moglicher Grund fir die erhdhte an
das Endothel gebundenen MPO-Konzentration bei den Mip-KO Tieren ist das durch die Herz-
insuffizienz verstarkt aktivierte RAAS. Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnten bereits
zeigen, dass bei den MIp-KO Tieren ein grundsatzlich erhéhter Angiotensin |l Spiegel als Zei-
chen des verstarkt aktivierten RAAS vorliegt und dass Angiotensin Il die verstarkte Ausschit-

tung von MPO vermittelt.

Die Myeloperoxidase bindet, nachdem sie von aktivierten Neutrophilen sezerniert wurde mit
hoher Affinitat an das Endothel der Gefalte und fihrt dort zur endothelialen Dysfunktion, wobei
insbesondere der Verbrauch von Stickstoffmonoxid zu nennen ist, durch den es zur Steigerung
des peripheren GefaRwiderstandes kommt'®2,

Dargestellt wurde diese endotheliale Dysfunktion im murinen Modell der DCM durch weitere
Arbeiten unserer Arbeitsgruppe. Explantierte Aortenringe von Mip-KO Tieren zeigten in Anwe-
senheit von MPO eine verringerte Relaxation, wenn sie Acetylcholin ausgesetzt wurden im
Vergleich zu MPO defizienten Tieren. Mechanistisch ist dies wie folgt zu erklaren: bei Mip-KO
Tieren wurden erniedrigte Spiegel des zyklischen Guanosinmonophosphates (cGMP) festge-

stellt, bei zusatzlichem Mpo-KO zeigten die Spiegel gleiche Werte wie bei WT Tieren. Das
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cGMP ist ein Messenger-Molekil welches synthetisiert wird, wenn NO an den Hormonrezeptor
Guanylatzyklase bindet. Es aktiviert wiederum die Proteinkinase-l, dies fuhrt zur Relaxation

163164 Die erhdhte Konzentration

glatter Muskelzellen und somit zur Dilatation von Gefalien
von MPO im Bereich des Endothels, fihrt also kurz zusammengefasst zu einer herabgesetzten
Bioverflgbarkeit von NO, wodurch weniger cGMP gebildet wird und weniger Relaxation der
glatten Muskelzellen der GefaRwand stattfindet. Unter anderem dadurch kommt es zu dem
erhdhten peripheren vaskularen Widerstand der Mip-KO Tiere, welcher bei zusatzlicher MPO-
Defizienz wieder deutlich, beinahe auf das Niveau von WT Tieren reduziert wird.

Die im Rahmen dieser Arbeit bei den MIp-KO Tieren festgestellten erhdhten Spiegel der peri-
pher abgelagerten MPO kdnnen Uber den oben genannten Mechanismus also in direkten Zu-
sammenhang mit der schlechteren linksventrikularen Funktion und der schlechteren Belas-
tungsfahigkeit der Tiere gesetzt werden. Die Erhéhung des peripheren vaskularen Widerstan-
des fuhrt zur Erh6hung der Nachlast, die verminderte Bioverfugbarkeit von NO fuhrt aulerdem

Uber verstarkte Vasokonstriktion zu verminderter Perfusion der Skelettmuskulatur.

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle der Myeloperoxidase im Zusammenhang mit den positiven
Effekten von regelmafRigem kérperlichen Belastungstraining bei DCM-Patienten zu untersu-
chen. Richter et al. konnten durch Ausdauertraining von Patienten mit erhohten kardiovasku-
laren Risikofaktoren nicht nur die Steigerung der Belastungsfahigkeit, sondern auch eine Re-
duktion der MPO-Plasmaspiegel nachweisen. Diese Reduktion korrelierte mit einer Steigerung
des cGMP-Plasmaspiegels, welcher wie bereits erwahnt die NO-Bioverfiigbarkeit des En-

dothels widerspiegelt'®

. Studien konnten auferdem zeigen, dass Training von herzinsuffizien-
ten Mausen zu einer signifikanten Reduktion der Angiotensin Il Konzentration, reprasentative
fur das RAAS fiihrt, begleitet von Verbesserungen der kardialen Funktion und Ausdauerleis-
tung'®®.

Daher folgten in Anschluss an das abgeschlossene Training wiederum die Gewebeuntersu-
chungen bezogen auf die Verteilung der Myeloperoxidase. Die frei im Blutplasma zirkulierende
Menge an MPO zeigte einen Trend sowohl bei WT als auch bei Mip-KO Tieren zur sinkenden
MPO-Konzentration, auch wenn die Werte keine statistische Signifikanz erreichten (WT un-
trainiert vs trainiert: p=0,0898; Mip-KO untrainiert vs trainiert: p=0,0924). Wiederrum interes-
sant war hier die Betrachtung des peripher abgelagerten MPO, bei den Mip-KO Tieren war
eine signifikante Reduktion der nach Abschluss des Trainings gemessenen Konzentration
nachzuweisen (p=0,0002).

Ein denkbarer mechanistischer Zusammenhang ware in diesem Fall also, dass regelmaRiges
Belastungstraining unter anderem durch Herabregulierung der Aktivitadt des RAAS und die da-
her reduzierte Konzentration von Angiotensin Il zu verminderter Ausschittung von MPO und

somit auch verminderter Ablagerung am Endothel fihrt, dies wiederum hat eine Verbesserung
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der endothelialen Dysfunktion und weiterfiihrend die Senkung des erhdhten peripheren vas-
kularen Widerstandes zur Folge. Die somit verminderte Nachlast ware eine Erklarung fur die
durch Belastungstraining vielfach nachgewiesene Verbesserung der Belastungsfahigkeit und
wiurde die Rolle von MPO in diesen Komplexen Prozessen weiter beleuchten.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten die beobachtete Reduktion der MPO-Spiegel aufgrund der
eingeschrankten Beurteilbarkeit der Belastungstests wahrend des Trainings leider nicht in Zu-
sammenhang mit einer Verbesserung der Ausdauerleistung gebracht werden. Trotzdem gilt
es zu erwahnen, dass lediglich die MPO defizienten Tieren, ob mit oder ohne zusatzlichen
Mip-KO in der Lage waren, ihr Ausdauerleistung im Rahmen des woéchentlichen Belastungs-
tests wenn auch nicht zu steigern, zumindest zu erhalten. Ob diese Beobachtung tatsachlich
durch die nicht vorhandene periphere MPO-Ablagerung zu erklaren ist, gilt durch weiterfih-

rende Untersuchungen zu klaren.

5.6 MLP-Phanotyp der Skelettmuskulatur und Einfluss von Training auf die
Neoangiogenese
Die Herzinsuffizienz ist eine Erkrankung, welche letztendlich dazu fuhrt, dass das Herz nicht
mehr dazu in der Lage ist, den Sauerstoff entsprechend der Anforderungen des Gewebes zu
liefern, unter anderem in die Skelettmuskulatur. Das Projekt SICA-HF konnte durch Biopsien
der Skelettmuskulatur von Gber 1400 Patienten, die unter chronischer Herzinsuffizienz leiden
die Sarkopenie, also den Schwund von Skelettmuskulatur als haufige Komorbiditat der chro-
nischen Hl identifizieren. Bei Uber 20% der Patienten konnte diese Beobachtung gemacht wer-
den, sie ging einher mit einer verminderten LVEF, V(O2)max und maximaler Ausdauerleis-
tung'®®.
Die Identifizierung der Sarkopenie als haufige Komorbiditat, gemeinsam mit der bereits ge-
wonnen Erkenntnis, dass die MIp-KO Tiere eine reduzierte Belastungsfahigkeit aufweisen fihrt
zu der Frage, welche Veranderungen in der Skelettmuskulatur der Mip-KO Tiere vorliegen.
Bisher wurde das Muscle Lim Protein im murine Modell der DCM lediglich in Bezug auf seine
Rolle in den Kardiomyozyten betrachtet, aufgrund der dramatischen phanotypischen Auswir-
kung liegt genau hier auch der Hauptfokus der aktuellen Forschung.
Nichtsdestotrotz konnte eine veranderte Expression des MLP auch bei verschiedenen Skelett-
muskelerkrankungen nachgewiesen werden, unter anderem der Fazio-skapulo-humeralen
Muskeldystrophie (FSHD), der Nemalin-Myopathie oder der Gliederglrteldystrophie Typ 2b'%.
Die Ursache der veranderten Expression ist bisher ungeklart.
Arber et al. beschrieben die Rolle des MLP in der Skelettmuskulatur in ihren primaren Verof-
fentlichungen zu der MIp-KO Maus wie folgt: die Expression des MLP ist zum Zeitpunkt der
Geburt von WT Tieren in der gesamten quergestreiften Muskulatur mit Ausnahme des Schnau-

zenmuskels (M. incisivus) nachweisbar. Wahrend die Expression in den Kardiomyozyten
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wahrend der weiteren Entwicklung konstant bleibt, nimmt sie in der Skelettmuskulatur wahrend
der ersten zwei Lebenswochen kontinuierlich ab und ist im Erwachsenenalter der Tiere nur
noch mit sehr niedrigen Werten nachzuweisen. In vivo Untersuchungen zeigten in der Skelett-
muskulatur von MIp-KO Tieren qualitativ ahnliche Schadigungsmuster wie sie in den Kardio-
myozyten vorliegen, wenn auch in deutlich geringerem Ausmaf. Strukturell fiel besonders eine
deutliche Schwellung der einzelnen Muskelfasern auf. Als Grund fiir die geringeren Auswir-
kungen des MIp-KO auf die Funktion der Skelettmuskulatur wird die geringere Anzahl von
Sarkomer Befestigungsstellen pro Sarkomer im Vergleich zu der Struktur von Kardiomyozyten
aufgefuhrt. AuRerdem besteht im Skelettmuskel ein deutlich héherer Grad an zytoplasmati-
sche Organisation und die Skelettmuskulatur ist nicht der gleichen, dauerhaften Belastung wie
das Myokard ausgesetzt'®.

Willmann et al. hingegen zeigten durch in vivo Experimente an ausgewachsenen Ratten, dass
das MLP in ahnlichen Mengen in Kardiomyozyten und dem M. soleus (slow-twitch Fasern, Typ
[) vorhanden, jedoch nicht in Typ-Il Fasern (fast-twitch Fasern) nachzuweisen ist. AuRerdem
konnten sie zeigen, dass eine Umwandlung von Typ Il zu Typ | Fasern z.B. durch dauerhafte,
milde Stimulation der Muskulatur zur Expression von MLP fuhrt.

Auch wenn also strukturelle Unterschiede in der Skelettmuskulatur von MIp-KO Tieren gefun-
den wurden, ist das Ausmal} der Schadigung und vor allem die Auswirkung und eine mdglich-
erweise herabgesetzte funktionelle Leistung der Skelettmuskulatur nicht ausreichend geklart.
Untersuchungen der Hinterlauf Muskulatur der Mause dienen in dieser Arbeit der weiteren
Charakterisierung des Phanotyps des MIp-KO bezogen auf die Skelettmuskulatur. Kénnen Ur-
sachen fur die nachgewiesene herabgesetzte Belastungsfahigkeit der Tiere nicht nur kardial,
sondern auch hier beobachtet werden? Insbesondere die Auswirkung einer zusatzlichen MPO-
Defizienz gilt es zu untersuchen. Es stellt sich die Frage, ob die Abwesenheit von MPO durch
bekannte Prozesse wie einer Minderung der Produktion von ROS oder die Erhéhung der
Bioverflgbarkeit von NO nicht nur einer Verbesserung der kardialen Funktion, sondern auch
strukturelle Veranderungen in der Skelettmuskulatur hervorruft, welche wiederrum mit der ver-
besserten kardialen Funktion der DKO-Tiere, sowie mit ihrer Fahigkeit die maximale Laufzeit

wahrend der Trainingsperiode aufrecht zu erhalten, in Verbindung gebracht werden kénnte?

Zunachst erfolgte die Betrachtung der Dichte der Kapillaren des M. soleus der Tiere. Hierzu
wurden Muskelquerschnitte immunhistochemisch mit einem CD31-Antikorper gefarbt. CD31,
auch bekannt als Thrombozyten-Endothelzellen-Adh&sionsmolekil (PECAM-1) wird unter an-
derem auf Endothelzellen exprimiert, insbesondere an der Verbindungsstelle benachbarter
Zellen.

Studien konnten bei Herzinsuffizienz Patienten eine verminderte Kapillardichte in der Skelett-
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muskulatur nachweisen, welche mit der erniedrigten V(O2)max korrelierte ™. AuRerdem wird
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ein erniedrigtes Verhaltnis von Kapillaren zu Muskelfasern, sowie ein erniedrigter Durchmes-
ser der Kapillaren beschrieben'®®. Eine unterschiedliche Dichte der Kapillaren von MPO kom-
petenten und naiven MIp-KO Tieren ware denkbar, da in Anwesenheit von MPO Uber die be-
reits erwahnten Mechanismen, vor allem die verminderte Bioverfiigbarkeit von NO eine ver-
starkte periphere Vasokonstriktion stattfindet, welche in der Muskulatur zu lokaler Ischamie
fuhrt.

Die immunhistochemische Farbung der Muskelquerschnitte konnte allerdings keine Unter-
schiede in der Zahl der Kapillaren pro Muskelfaser darstellen. Auch konnte keine Steigerung,
weder in WT Tieren noch in Mip-KO Tieren durch Training nachgewiesen werden. Ein mdégli-
cher Grund hierfur kdnnte eine zu geringe Sensitivitat der Methode sein. Auch denkbar ware
ein zu kurzer Untersuchungszeitraum und eine somit zu kurze Trainingsperiode, um Unter-
schiede nachweisen zu konnen. Fur die zweite Moglichkeit spricht die Betrachtung der Ex-
pression des vascular endothelial growth factors (VEGF) im M. gastrocnemius der Tiere. Hier
zeigt sich eine signifikante Steigerung der Expression durch das Training bei WT (p=0,014)
und DKO-Tieren (p=0,0117), bei den MIp-KO Tieren war der Unterschied allerdings nur als
Tendenz darstellbar und nicht signifikant. Die gesteigerte Expression des VEGF als Protein,
das als Signalmolekulen die Proliferation von Endothelzellen stimuliert und somit zur Angioge-
nese beitragt, kann als Hinweis gesehen werden, dass das Training doch eine verstarkte Va-
skularisierung induziert, welche sich lediglich noch nicht in der Kapillardichte widerspiegelt.
Interessant ist auBerdem die Tatsache, das VEGF uber den Transkriptionsfaktor hypoxia-in-
ducible factor-1alpha (HIF-1 a) induziert wird'®®. HIF, eine Heterodimer aus einer alpha und
einer beta Untereinheit ist ein Transkriptionsfaktor, welcher wichtig ist fur die Reaktion von
Zellen auf Zustande, bei denen ein erniedrigtes Sauerstoffangebot herrscht. Dies ist z.B. der
Fall in der Skelettmuskulatur wahrend des Ausdauertrainings, da das Training zu einem er-
hohten Bedarf und Verbrauch von Sauerstoff in den Muskelfasern fiihrt. Der HIF-Proteinspie-
gel wiederrum wird durch eine erhéhte Konzentration an reaktiver Sauerstoffspezies stabili-
siert. Die Induktion von VEGF durch HIF nach Belastungstraining und eine anschlieRend ge-
steigerte Angiogenese konnte bereits vielfach durch in vitro und in vivo Untersuchungen nach-
gewiesen werden'’*"""_ Die resultierende Frage ist also, wieso das Training lediglich bei den
Mip-KO Tieren in Abwesenheit von MPO eine signifikant gesteigerte Expression von VEGF
auslost, wie sie auch bei den WT Tieren zu beobachten ist und nicht bei den MPO naiven
Tieren? Eine mogliche Erklarung basiert auf neueren Untersuchungen die zeigen, dass die
beschriebene Induktion von HIF durch ROS von der Konzentration der ROS abhangig ist. Stark
erhohte ROS-Spiegel flihren nicht wie bisher beschrieben zu Induktion, sondern zu Inhibition
von HIF-1 a und fiihren somit zu im Vergleich erniedrigten VEGF-Proteinspiegeln, was mit
einer verminderten Angiogenese einhergeht'’?. Denkbar wére also, dass in der Skelettmusku-

latur der MiIp-KO Tiere durch die Kombination aus durch die HI vermittelte Minderperfusion der
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Muskelfasern, sowie einem generell erhdhten inflammatorischen Status und dem noch zusatz-
lich durch das Training erhéhten Sauerstoffbedarf und -verbrauch eine auflergewdhnlich stark
erhéhte Konzentration an ROS herrscht, welche die HIF und somit die VEGF-Expression un-
terdrickt. Die genannten, zu erhéhter ROS-Konzentration filhrenden Prozesse werden durch
die Abwesenheit von MPO moduliert. Der periphere vaskulare Widerstand sinkt, die Perfusion
der Muskulatur wird erhéht und der inflammatorische Status wird reduziert, sodass ein lediglich

physiologisch erhdhter Spiegel an ROS wieder pro-angiogenetisch wirken kann.

Oxidativer Stress, unter anderem reprasentiert durch die Menge an reaktiven Sauerstoffspe-
zies wurde lange Zeit als rein schadlicher Faktor fur die Skelettmuskulatur betrachtet. Mit der
Zeit traten allerdings immer mehr Hinweise auf, die belegen, dass ROS in Konzentrationen,
welche unter physiologischen Bedingungen entstehen eine wichtige Rolle bei der Muskelre-
generation und -reparatur spielen. Allerdings fuhrt die lokale Persistenz von ROS, unter ande-
rem vermittelt durch die vermehrte Einwanderung von neutrophilen Granulozyten zu oxidativen

Schéaden an sich differenzierenden Myoblasten und Myotuben'”

. Generell Iasst sich sagen,
dass es positive und negative Auswirkung der ROS gibt, welche vor allem von der Konzentra-
tion und der Dauer der vorherrschenden Konzentration, aber auch von dem Entstehungsort
der ROS, der antioxidativen Kapazitat der Zielzelle und ihrer Kapazitat fur DNA-Reparaturvor-

gange abhangt'™

. Anschaulich dargestellt ist dies durch das Modell nach Reid, welches den
Einfluss des zelluldaren Redoxstatus auf die kontraktile Funktion des Skelettmuskels be-
schreibt. Leicht erhdhte Spiegel an ROS, wie sie unter moderater Ausdauerleistung generiert
werden fuhren zu einer optimalen isometrischen Kraftentwicklung der Skelettmuskulatur. Stark
erhéhte ROS-Spiegel, wie sie in erschdpfter Muskulatur oder bei verschiedenen Erkrankungen
welche mit inflammatorischen Prozessen assoziiert sind wie auch der HI vorliegen, fihren zu

einer Abnahme der maximal méglichen Kraftentwicklung'™.

5.7 Bedeutung von Belastungstraining und von MPO fiir die Mitochondrien

Auferdem fuhren ROS, welche durch moderates Belastungstraining generiert werden zur Ak-
tivierung der Mitochondriogenese. Aber bei hoheren und vor allem langer anhaltenden Kon-
zentrationen kommt es zur Schadigung der mitochondrialen DNA und somit zu Hemmung der
myogenen Differenzierung'’®. Diese Zusammenhange fiihren zu der abschlieRenden Frage-
stellung dieser Arbeit bezlglich der Expression mitochondrialer Marker in der Skelettmuskula-
tur. Die Feststellung, dass die Konzentration an ROS Einfluss auf die Aktivitat und Dichte von
Mitochondrien hat legt nahe, dass der MIp-KO eine Veranderung in der Aktivitat der Mitochond-
rien der Skelettmuskulatur auslést, welche eventuell durch die Abwesenheit von MPO oder ein

regelmafiges Belastungstraining beeinflusst werden kdnnte.
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Die Funktion der Mitochondrien kurz zusammengefasst ist die Produktion von Energie in Form
von Adenosintriphosphat (ATP) durch die sogenannte Atmungskette, eine Elektronentrans-
portkette, bei der in einer bestimmten Reihenfolge Redoxreaktionen stattfinden.
Untersuchungen kardialen Gewebes von DCM-Patienten konnten myokardial bereits eine ge-
storte Aktivitat der Mitochondrien nachweisen und auch bei den Mip-KO Tiere zeigen Studien
eine verminderte kardiale Mitochondriendichte, was als Zeichen fir eine gestorte Interaktion
zwischen dem Zytoskelett und den Mitochondrien interpretiert wurde und mit einer Schwa-
chung des Energiestoffwechsel einhergeht'®.

Untersuchungen identifizierten die Stérungen des Metabolismus der Mitochondrien insbeson-
dere als eines der ersten Zeichen der eingeschrankten Funktion der Skelettmuskulatur bei HI
Patienten'’”. Ein gestérter Metabolismus der Mitochondrien fiihrt unter anderem zu Reduktion
der Sauerstoffaufnahme der Myozyten, Dysregulation der Kalzium-Homd&ostase, tUberschie-
Render Produktion an von Mitochondrien produzierten ROS und Apoptose'’17°,
Untersuchung bezuglich der Mitochondriendichte oder -aktivitat in der Skelettmuskulatur von
MIp-KO Tiere, insbesondere unter dem Einfluss von Belastungstraining gibt es zum aktuellen
Zeitpunkt nicht.

Um dies zu untersuchen wurde im Rahmen dieser Arbeit die Expression verschiedene Marker
der mitochondrialen Atmungskette im M. gastrocnemius durch Quantifizierung der RNA mittels
gPCR dargestellt. COX4i ist eine von 13 Untereinheiten der Cytochrom-c-Oxidase, ein Enzym-
komplex welcher auch als Komplex IV der mitochondrialen Atmungskette bezeichnet wird.
UQCRCH1 ist eine Untereinheit des Ubiquinol-Cytochrom-c-Reduktase Komplex, auch bekannt
als Komplex Il der mitochondrialen Atmungskette. Die SDHA ist eine der vier Untereinheiten
der Succinatdehydrogenase, also dem Komplex Il der Atmungskette.

Interessanterweise zeigte sich eine signifikant erhdhte Expression der RNA der COX4i,
UQCRC1 und SDHA in der Skelettmuskulatur von MIp-KO Tieren im Vergleich zu WT Tieren,
welche bei zusatzlicher MPO-Defizienz wieder auf das Niveau der WT Tiere zurlckkehrt. Dies
kdnnte als ein Hinweis auf einen gestoérten Energiemetabolismus bei den MIp-KO Tieren zu
werten sein, wobei die Uberexpression der Marker der mitochondrialen Atmungskette, als Ver-
such der Myozyten anzusehen ist, dem hohen Energiebedarf des Gewebes trotzdem gerecht
zu werden. Unterstutzt wird diese Theorie durch Untersuchungen von Karamanlidis et al. wel-
che den Ubergang von kompensierter Rechtsherzhypertrophie zu dekompensierter Rechts-
herzinsuffizienz charakterisierten. Im Stadium der dekompensierten Rechtsherzinsuffizienz
zeigten sich die bereits auch fir die chronische Herzinsuffizienz beschriebenen Merkmale wie
eine verringerte mitochondriale Enzymaktivitat. Allerdings war die Expression der RNA im Sta-
dium der noch kompensierten Rechtsherzhypertrophie stark erhdht und erst im Stadium der
dekompensierte Rechtsherzinsuffizienz erniedrigt, was auch hier als Versuch der Zelle inter-

pretiert wurde, die Funktion der Mitochondrien lange genug aufrecht zu erhalten'. Natiirlich
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sind um diesen Zusammenhang zu bestatigen weitere Untersuchungen bezuglich der tatsach-
lichen Dichte der Mitochondrien, sowie der Enzymaktivitat notwendig.

Die auf das Niveau der WT Tiere normalisierte Expression der Marker in der Skelettmuskulatur
der DKO Tiere kann weiterfiihrend interpretiert werden als Zeichen fiir einen verbesserten
Energiemetabolismus in Abwesenheit von MPO. Wichtig zu erwahnen ist in diesem Zusam-
menhang, dass Mitochondrien empfindlich gegentiber oxidativem Stress sind. Bei den MIp-KO
herrscht in Abwesenheit von MPO weniger oxidativer Stress, unter anderem durch bereits er-
lauterte Mechanismen wie eine geringe Produktion von ROS, erhéhte Bioverfligbarkeit von
NO und somit einer verbesserten Durchblutung und Bereitstellung von Sauerstoff.

Um den Einfluss des Trainings beurteilen zu kénnen ist es wichtig klarzustellen, dass die Or-
ganentnahme und somit die Gewinnung der Muskelprobe 48h nach dem zuletzt durchgefihr-
ten Belastungstest erfolgte. Diese Vorgehensweise stellt sicher, dass die Untersuchung der
Genexpression nicht die akute Reaktion des Korpers auf das Training widerspiegelt, sondern
langfristige Anpassungsprozesse darstellt.

Die Ergebnisse zeigten eine signifikante Reduktion der Expression von COX4i in der Skelett-
muskulatur der MIp-KO Tiere durch das Training. Auch zeigte sich eine deutliche Reduktion
der Expression von UQCRC1 und SDHA, auch wenn diese Ergebnisse keine statistische Sig-
nifikanz erreichten. Bei zusatzlicher Abwesenheit von MPO zeigte sich ein signifikanter Anstieg
der Expression von UQCRC1 und SDHA, also ein genau gegenlaufiger Prozess. Geht man
davon aus, dass die anfangliche Uberexpression der Marker als ein Zeichen des gestorten
Energiemetabolismus zu bewerten ist, zeigt sich durch die Reduktion der Uberexpression also
eine positive Auswirkung des vierwochentlichen Belastungstrainings.

Das Training hat wie bereits nachgewiesen die periphere MPO-Ablagerung bei den Mip-KO
Tieren gesenkt und kénnte so unter anderem zu Anpassungsprozessen wie der Reduktion des
peripheren vaskularen Widerstandes und einer Verbesserung der Perfusion der Muskulatur
fuhren. Dies wiederum koénnte den Energiestoffwechsel der Muskulatur verbessern, wodurch

die Uberexpression der mitochondrialen Marker nicht mehr notwendig wére.

5.8 Ausblick fiir die Zukunft

Diese Arbeit identifiziert MPO als einen potentiellen Ansatzpunkt um die positiven Effekte von
Belastungstraining bei DCM-Patienten besser zu verstehen und in Zukunft eventuell sogar als
therapeutisches Ziel zu nutzen.

Wichtige weiterfihrende Untersuchungen im Rahmen des murinen Modells der DCM wéren
definitiv Studien, die eindeutig eine Verbesserung der Belastungsfahigkeit der Tiere durch das
Training zeigen und eventuelle Unterschiede durch die Abwesenheit von MPO charakterisie-
ren. Umsetzbar ware dies zum Beispiel durch Verwendung eines Laufbandes, das in der Lage

ist wahrend des Trainings die Aufnahme von Sauerstoff und den Ausstof3 von
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Kohlenstoffdioxid der Tiere zu messen, um so Veranderungen der V(Oz2)max zu bestimmen.
Des Weiteren ware die Bestimmung des peripheren vaskuldren Widerstandes der Tiere vor
und nach dem Training notwendig um die in dieser Arbeit angenommen Auswirkung der peri-
pheren MPO-Ablagerung zu bestatigen.

Auch ist es natiirlich von Bedeutung zu sagen, dass eine direkte Ubertragung der im murinen
Modell gesammelten Erkenntnisse auf DCM-Patienten nur unter Einschrankungen mdglich ist.
Es gibt einige Grundlegende Unterschiede zwischen dem Immunsystem der Maus und dem
des Menschen, unter anderem unterschiedliche Subtypen von Monozyten und Makrophagen.
Untersuchungen zur Verteilung von MPO im peripheren GefaRsystem und Skelettmuskel bei
der humanen DCM, sowie Anpassungen, die durch Belastungstraining ausgeldst werden und
deren Auswirkung wie die Veranderung des peripheren Widerstandes, die Beeinflussung von
pro- und antiinflammatorischen Prozessen und die Verbesserung der endothelialen Dysfunk-
tion waren die nun folgenden wichtigen Schritte.

Interessant in diesem Versuchsaufbau ware selbstverstandig auch die Anwendung eines hu-
manen MPO-Inhibitors. Versuche unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass die Einnahme des ora-
len MPO Inhibitors AZD4831 iber den Zeitraum von zwolf Wochen zu einer signifikanten Ver-
langerung der 6-Minuten Gehstrecke, zur Reduktion des NTproBNP Serumspiegels und letzt-
endlich zu einer Steigerung der LVEF bei vier Patienten, die an einer DCM leiden fihrte. Die
Durchflihrung eines Trainingsprogrammes mit DCM-Patienten wahrend der zeitgleichen Ein-
nahme des oralen MPO-Inhibitors ware ungemein interessant um nicht nur die Rolle der Mye-
loperoxidase in Rahmen der dilatativen Kardiomyopathie besser zu verstehen, sondern auch

den Mechanismus hinter den positiven Effekten von Belastungstraining weiter aufzuklaren.
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