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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Neben der Koronaren Herzkrankeit (KHK) ist auch die Herzinsuffizienz charakterisiert
durch Entziindungsprozesse, wobei der Aktivierung von Leukozyten eine
mdglicherweise bisher unterschatzte Bedeutung zukommt. Leukozyten, insbesondere
Neutrophile Granulozyten (PMN), setzen vasoaktive Proteine frei, wobei
Myeloperoxidase (MPO) hier eine Schlisselrolle zukommt. MPO degradiert NO und
verschlechtert damit die Endothelfunktion. In dieser Arbeit soll die Bedeutung dieses
Mechanismus fur die peripher vaskulare Widerstandserhbéhung, einem zentralen
hamodynamischen Charakteristikum der Herzinsuffizienz, untersucht werden.
Ziel dieser Studie ist es herauszufinden, ob Herzinsuffiziente hdhere Myeloperoxidase
Spiegel aufweisen und ob diese durch kérperliches Training zu senken sind.
Dabei sollen im Einzelnen folgende Hypothesen Uberprift werden:
1. Herzinsuffiziente weisen hodhere Myeloperoxidase Plasmaspiegel auf als
Gesunde.
2. Bei herzinsuffizienten Patienten ist die Endothelfunktion im Vergleich zu
Gesunden eingeschrankt.
3. Unter korperlichem Training sinken die Myeloperoxidase Plasmaspiegel bei
Herzinsuffizienten.
4. Die durch korperliches Training hervorgerufenen Verbesserung der

Endothelfunktion korreliert mit der Abnahme der Myeloperoxidase Spiegel.



2 Einleitung

2.1 Chronische Herzinsuffizienz

Die WHO definiert Herzinsuffizienz als verminderte korperliche Belastbarkeit aufgrund
einer ventrikuldren Funktionsstérung. Es handelt sich um ein klinisches Syndrom dem
verschiedene Ursachen zugrunde liegen kénnen.

Aufgrund der hohen Pravalenz, der schlechten Prognose quaod vitam und der mit ihr
verbundenen Morbiditat ist die chronische Herzinsuffizienz eine enorme medizinische
und gesellschaftliche Herausforderung. Sie kann flir betroffene Patienten eine ernste

Behinderung darstellen und die Lebensqualitat entscheidend verringern.

211 Epidemiologie und Prognose
Die chronische Herzinsuffizienz ist eine der haufigsten Erkrankungen der westlichen
Industrieldnder. Pro Jahr erkranken 1-5 auf 1000 Menschen' 2.
In den USA sind 2% der Bevolkerung, oder 5 Millionen Menschen betroffen, wobei
die Pravalenz der 40 bis 59 Jahrigen bei 2%, die der 60 bis 69 Jahrigen bei 5% und
die der iiber 70 Jahrigen bei 10% liegt®. Gerade in den westlichen Lidndern mit einer
Uberalterung der Bevélkerung wird die Herzinsuffizienz in der Zukunft eine noch

gréBere Rolle spielen.
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Abb. 2-1: Prdvalenz der Herzinsuffizienz nach Alter und Geschlecht, Heart Disease and Stroke Statistics — 2009
Update, American Heart Association



Auch nach Einflihrung der Therapie mit Betablockern und ACE-Hemmern ist die
Prognose der Herzinsuffizienz schlecht und mit der maligner Erkrankungen

vergleichbar”.
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Abb. 2-2: Mortalitdt in Abhdngigkeit vom Schweregrad, Massie BM, Am Heart J 1997; 133: 703 — 712; Boyko WL,
Am Heart J 1999; 137: 115-119

2.1.2 Atiologie
Mit 50-60% liegt der chronischen Herzinsuffizienz am hdufigsten die koronare
Herzkrankheit zugrunde. Die zweite bedeutende Ursache ist in der hypertensiven
Herzkrankheit (9-20%) zu sehen, wobei die Koinzidenz von arterieller Hypertonie und
koronarer Herzkrankheit von ca. 40 % beachtet werden muss. Seltenere Ursachen

sind Herzvitien, Myokarditiden, Endokarditiden und toxische Kardiomyopathien?>.



213 Pathophysiologie

Nachdem die Herzinsuffizienz lange als ein rein myokardiales Problem verstanden
wurde, wissen wir heute, dass es sich um eine komplexe Multisystemerkrankung
handelt, die das neurokrine, muskuloskeletale, renale und immunologische System
einbezieht (s.u.). Der Korper verfligt Uber verschiedene Mechanismen, mit denen
eine Verschlechterung der Pumpfunktion kompensiert werden soll. Jedoch fiihren
diese Prozesse allenfalls initial zu einer Verbesserung, liber langere Zeit entsteht aber
ein Circulus vitiosus mit weiterem Fortschreiten der Herzinsuffizienz:

Das relativ verminderte Herzzeitvolumen fihrt zu verminderter Organperfusion und
konsekutiv zu Aktivierung des sympathoadrenergen- und des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems (RAAS).
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Abb. 2-3: Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Bei der Herzinsuffizienz kommt es zur vermehrten Ausscheidung von Renin aus der Niere. Renin setzt aus dem in
der Leber gebildeten Angiotensinogen Angiotensin I frei, anschlieBend wird dieses durch das Angiotensin-
converting-enzyme (ACE) in Angiotensin II umgebaut. Angiotensin II wirkt vasokonstringierend und stimuliert die

Produktion von Aldosteron in der Nebenniererinde. Aldosteron aktiviert in den Sammelrohren der Niere durch
intrazelluldr gelegene Rezeptoren die basal gelegene Natrium-Kalium-ATPase.

Angiotensin II ist eines der Endprodukte des RAAS mit mehreren Wirkungen. Direkt
wirkt es Uber den Angiotensin II (AT II)-Rezeptor und fihrt zu Vasokonstriktion.

AuBerdem stimuliert AT II die Exkretion von Aldosteron aus der Nebennierenrinde,



welches seinerseits eine vermehrte Wasserriickresorbtion nach sich zieht. Im Gehirn
kommt es zu gesteigertem Durstgeflihl und Appetit auf salzige Speisen. Darliber
hinaus wird der Nervus Vagus durch Aldosteron gehemmt und der Sympathikus
stimuliert.

Somit resultiert aus dem aktivierten RAAS insgesamt eine Nachlasterhéhung, zum
Einen durch die periphere Widerstandserh6hung bei vermehrter Vasokonstriktion und
zum Anderen durch das erhohte Plasmavolumen als Folge der gesteigerten Natrium-
und Flissigkeitsretention. Dies induziert die Entwicklung struktureller Umbauprozesse
im Myokard mit vermehrtem Einbau von Kollagen und Fibroblasten. Die Folge ist ein
zunehmender myokardialer Elastizitatsverlust, somit eine Relaxationsstdérung des
Herzens die in Restriktion und Progredienz der diastolischen Herzinsuffizienz endet®.
Die chronische Aktivierung des sympathoadrenergen Systems unterhadlt ebenfalls den
Progress der Erkrankung’.

Patienten mit Herzinsuffizienz haben im Vergleich zur Normalbevdlkerung einen 2-
bis 3-fach erhdhten Noradrenalinspiegel, begleitend mit Erhéhung anderer
Katecholamine wie Dopamin und Adrenalin®. Die chronische adrenerge
Uberstimulation hat mehrere negative Folgen: Die Erhdhung der Herzfrequenz fiihrt
zu einem erhohtem Energieverbrauch bei gleichzeitiger Verkirzung der
Diastolendauer und damit relativer Verringerung des koronaren Blutflusses. Die
Arrhythmieneigung steigt. Auf zelluldrer Ebene kommt es zur ,Down®-Regulation der
Beta-1-Rezeptoren am Herzen, sowie Kontraktilititsminderung (negative Frequenz-
Kraft-Beziehung). Das maximal stimulierte Herz kann dauerhaft der Beanspruchung
nicht standhalten, was zu Umbauprozessen fiihrt, die letzten Endes in die
Herzinsuffizienz miinden. Die wichtige Rolle des sympathischen Nervensystems zeigt
sich dabei auch an der Bedeutung der selektiven Betablockade als ein Hauptpfeiler

der medikamentdsen Therapie der Herzinsuffizienz.
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Myokardkontraktilitat

f Herzinsuffizienz 1 \

Vasokonstriktion Herzzeitvolumen'

\ Aktivierung: ,/

- Sympathlkus
Abb. 2-4: Circulus vitiosus der Herzinsuffizienz mit Aktivierung des sympathoadrenergen- und RAA-Systems.
In Folge der abnehmenden Herzleistung werden das sympathoadrenerge- und RAA-System aktiviert um eine
ausreichende Organperfusion zur erhalten. Die Folge davon ist eine erhéhtes Plasmavolumen durch vermehrte

Wasserrtickresorption und eine Erhéhung der Nachlast durch die periphere Vasokonstriktion. Myokardiale
Hypertrophie und Fibrose sind die Folge.

2.2 Dilatative Kardiomyopathie

Kardiomyopathien sind Erkrankungen des Herzmuskels, die mit einer kardialen
Funktionsstérung einhergehen. Bei der dilatativen Kardiomyopathie ist das Herz
vergroBert und die systolische ventrikulare Ejektionsfraktion vermindert. Zusatzlich
kann die diastolische Funktion gestort sein, welches sich in verminderter diastolischer
Relaxation und erhéhter Steifigkeit des Myokards manifestiert.

Die Ursachen sind vielfdltig. Neben genetischen Faktoren kommen Virusinfektionen
und toxische Ursachen wie Chemotherapie oder Alkoholabusus in Frage. Haufig lasst

sich kein offensichtlicher Grund fir die Erkrankung feststellen.
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2.3 Chronische Herzinsuffizienz als Multisystemerkrankung

23.1 Inflammation
Mittlerweile gibt es zahlreiche Studien, die einen Zusammenhang von Herzinsuffizienz
und chronischer Inflammation, respektive einem Anstieg verschiedener Zytokine wie
Tumornekrosefaktor alpha (TNF alpha) und Interleukin 6 belegen. Sowohl bei
Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie, als auch mit ischamischer
Kardiomyopathie kann eine erhdhte Mastzelldichte nachgewiesen werden, welche die
vermehrte Bildung, bzw. erhdhte Aktivitat inflammatorischer Mediatoren zur Folge
hat’.
Nicht nur wurde beschrieben, dass Zytokine wie Interleukin 6 und TNF alpha bei
Herzinsuffizienz erhoht sind, sondern konnte auch gezeigt werden, dass sie mit dem
Schweregrad und der Prognose der Patienten mit Herzinsuffizienz korrelieren, also
insofern auch von klinischer Relevanz sind™® %,
Die Bedeutung und die genauen Ursprungsorte der Synthese der
proinflammatorischen Mediatoren im Zusammenhang mit der Herzinsuffizienz sind
noch nicht eindeutig geklart.
Bei Druckbelastung des Ventrikels kann TNF alpha von kardialen Myozyten produziert
werden'®. Daher kénnte angenommen werden, dass der Ort der vermehrten
Zytokinproduktion bei Herzinsuffizienz Uberwiegend der Herzmuskel ist. Allerdings
konnte kein signifikanter Unterschied der Zytokinkonzentration bei einer
vergleichenden Untersuchung von Koronarsinusblut und arteriellem Blut
nachgewiesen werden®?. Im Blut zirkulierende Leukozyten stellen wahrscheinlich
einen zweiten bedeutsamen Produktionsort flir Zytokine dar.
Vermutlich gibt es einen direkten Zusammenhang zwischen RAAS Aktivierung und
Inflammation bei Herzinsuffizienz. Es konnte gezeigt werden, dass Angiotensin die
Freisetzung proinflammatorischer  Zytokine auslost und diese bei ACE-
Hemmertherapie signifikant reduziert wird 3.

141516 \wurden

In Anbetracht der (iberzeugenden Daten aus den Tierversuchen
bereits Studien mit immunmodulatorischer Therapie bei Herzinsuffizienz

unternommen - u. a. eine groBe Multicenterstudie mit dem Tumornekrosefaktor-
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Alpha-Antagonisten Etanercept’’. Diese zeigten jedoch keine Einfliisse auf die
klinischen Endpunkte, Tod oder Hospitalisierung durch kardiale Dekompensation. In
der Attach-Studie kam sogar zur Ubersterblichkeit unter einer immunmodulatorischen
Therapie®®.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Herzinsuffizienz mit groBer
Sicherheit mit inflammatorischen Prozessen einhergeht. Allerdings sind die
Zusammenhdnge noch nicht ausreichend verstanden, um dieses komplexe

Geschehen gezielt therapeutisch bzw. ursachlich beeinflussen zu kénnen.

2.3.2 Oxidativer Stress

Oxidativer Stress - ein insgesamt unscharfer Terminus - subsumiert die
UberschieBende Produktion von Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS —reactive oxygen
species) und scheint eine zentrale Rolle in der Pathophysiologie des kardialen
Remodelings und der Herzinsuffizienz zu spielen®.

Durch oxidativen Stress werden intrazelluldare Signalketten gestort, die zu zellularer
Dysfunktion und Zerstérung flihren. Diese Radikale entstehen aus verschiedenen
Quellen, u.a. NAD(P)H Oxidase, Xanthinoxidase, und NO Synthasen®® # %, Die
Produktion der reaktiven Sauerstoffspezies in den Mitochondrien scheint dabei aber
besonders wichtig zu sein®®, denn wenn dort das Gleichgewicht von Reaktiven
Sauerstoffspezies und Antioxidantien aufgehoben ist, entsteht ein Teufelskreis, bei
dem Uber die Beschadigung mitochondrialer DNA eine Funktionseinschrankung und
somit eine weitere Radikalbildung resultiert. Am Ende dieses Prozesses steht immer
die Zellschadigung. ROS induzieren Hypertrophie der Myozyten, Apoptose und

interstitielle Fibrose durch Aktivierung von Matrix Metalloproteinasen®* *°

und tragen
dadurch einen wesentlichen Teil zu unglinstigen Umbauprozessen des Myokards und
somit dem Herzversagen bei.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass oxidativer Stress auch zu Dysfunktion von
Skelettmuskulatur  fiihrt® und insofern auch mit Belastungsintoleranz bei

Herzinsuffizienz assoziiert ist?’.

13



233 Alteration der GefaRfunktion
Vereinfacht kann die endotheliale Dysfunktion durch eine verminderte
vasodilatatorische Kapazitdt in Folge einer verminderten Bioverfligbarkeit von
Stickstoffmonoxid (NO) verstanden werden®. Der GefaBtonus wird entscheidend
durch die Bildung von NO reguliert?®. Die durch endotheliales Stickstoffmonoxid (NO)
vermittelte Vasodilatation, die durch hormonelle Reize oder durch Scherstress
ausgelost wird, ist bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz im Vergleich zu
gesunden Individuen erniedrigt®® 3!. Dies ist durch eine verminderte Synthese von
NO aus Arginin und vermehrten Abbau des NO durch Reaktive Sauerstoffspezies
bedingt®> *. Diese verminderte Fahigkeit der Vasodilatation ist mit geringerer
Hyperamie bei Belastung und einer Stérung der funktionellen klinischen Belastbarkeit
der Patienten assoziiert® %. Es gibt Hinweise darauf, dass eine Stérung der
Endothelfunktion, gemessen durch eine erniedrigte flussabhdngige Dilatation der A.

brachialis (FMD) bei Herzinsuffizienten mit einer erhthten Mortalitit einhergeht™®.

234 Bedeutung der Skelettmuskulatur
Bei chronischer Herzschwache mit systolischer kardialer Dysfunktion entspricht der
Grad der Belastungseinschrankung nicht direkt dem der kardialen Einschrankung®’ 38,
Viele der Symptome wie Dyspnoe und Mudigkeit, die die Herzinsuffizienz
charakterisieren, stehen nicht selten direkt mit Veranderungen der Skelettmuskulatur
in Beziehung.
Das Verstandnis der Rolle der Skelettmuskulatur ist von groBer Bedeutung, da die
Therapie der Herzinsuffizienz primar auf die kardiale Funktion abzielt, aber die
korperliche Belastbarkeit der Patienten oft nur unzureichend verbessert.
Verschiedene Studien konnten einige Eigenschaften der Skelettmuskulatur zeigen,
die sich bei Patienten mit Herzinsuffizienz signifikant von denen bei gesunden
Individuen unterscheiden.
So ist der Muskeldurchmesser der unteren Extremitat bei Herzinsuffizienten deutlich
geringer als bei Gesunden und Kkorreliert wiederum mit der maximalen

)39 40

Sauerstoffaufnahme (VO;max . Morphologische Untersuchungen zeigten eine

Verschiebung der Muskelfasertypen von langsamen oxidativen Typ I Fasern zu
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schnellen IIb Fasern®. Duscha et al konnten zeigen, dass zudem die Dichte der
Kapillaren im Muskelgewebe signifikant erniedrigt war*.

Verschiedene chronische Erkrankungen, wie Herzinsuffizienz, Chronisch obstruktive
Lungenerkrankung (COPD) und Niereninsuffizienz haben gemeinsam, dass der
Organismus unter Stress steht; dies manifestiert sich durch eine chronisch erhéhte
Erregung von sympathischen Nervenfasern und erhdhten Katecholaminspiegeln im
Blut. Diese sympathische Aktivierung tragt hauptsachlich zur peripheren
Vasokonstriktion und damit der verringerten Durchblutung der Extremitdten bei
Herzinsuffizienz bei. Besonders unter Belastung fuhrt die inadaquate Blutversorgung
zu unzureichender Perfusion und Ischamie, die wiederum von vermehrter Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies gefolgt wird und somit Muskelinflammation triggert®. In
verschiedenen Experimenten Kkorrelierten erhdohte TNF alpha - Spiegel bei
Herzinsuffizienz mit einer erhdhten Rate an Apoptose in der Skelettmuskulatur®.
Interleukin 6 ist umgekehrt proportional zu der Muskelfaserdichte bei
Herzinsuffizienz**. Zudem wurden erhdhte Level an Interleukin 1p und induzierbare
NO-Synthase (iNOS) in Muskelbiopsien von Patienten mit Herzinsuffizienz

gemessen™.

2.4 Einfluss von kérperlichem Training auf Herzinsuffizienz

Neben der medikamentdsen Therapie nimmt heute die Bedeutung von kdrperlicher
Aktivitat flr die Behandlung der Herzinsuffizienz einen immer gréBeren Stellenwert
ein. Korperliche Belastung galt fir chronisch Herzinsuffiziente lange als strikt
kontraindiziert. Patienten wurde die Vermeidung physischer Belastungen oder sogar
Bettruhe empfohlen. Durch Immobilitdt verstarkten sich unerwiinschte Effekte wie
Skelettmuskelatrophie und Belastungsintoleranz jedoch.

Seit den 80er Jahren wurden Studien an Herzinsuffizienten durchgefihrt, die
beabsichtigten, die periphere Adaptation des Organismus und den Einfluss von
korperlicher Aktivitdt auf Herzinsuffizienz zu untersuchen. Heute ist es unumstritten,
dass die Belastungsintoleranz bei Herzinsuffizienten ein multifaktorielles Geschehen
ist und die reduzierte korperliche Belastbarkeit eher auf periphere Verdnderungen als

t46

nur auf die linksventrikuldre Funktion zurlickzufiihren ist™. Zusatzlich konnte gezeigt

werden, dass die neurohormonale Interaktion zwischen Peripherie und Herzen ein
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wichtiger Determinant fiir Symptome und Prognose dieser Patienten ist* *¢. Neben
einer Verbesserung von Symptomen wie Dyspnoe, Mudigkeit, Muskelschwache, die
zuletzt auch eine Verbesserung des NYHA - Stadiums zur Folge hatten, stellten
Studien fest, dass auch objektive Parameter wie der maximale Sauerstoffverbrauch
(VO,max), Lungenfunktion, und die autonome Regulation des Kreislaufes durch
Training verbessert werden konnten®. Letzteres zeigte sich unter anderem durch
einen reduzierten Sympathikotonus und erhdhte Aktivitit des Vagus®. Zudem ist
eine Verbesserung der endothelialen Funktion und der biochemischen und
histologischen Struktur der Skelettmuskulatur durch zahlreiche Veréffentlichungen
dokumentiert®! 32 3 3% 5> 36 Dies fiihrte auch dazu, dass kdrperliches Training Einzug
in die Leitlinien der Therapie der Herzinsuffizienz gefunden hat™.

Diese Erkenntnisse lassen vermuten, dass kérperliches Training bei Herzinsuffizienz
prognoseverbessernd ist; allerdings konnte dieser Zusammenhang noch nicht
komplett belegt werden.

2.5 Stickstoffmonoxid als Mediator der Endothelfunktion

Uber die Guanylcyclase fiihrt Stickstoffmonoxid intrazelluldr zu einem Anstieg von
zyklischem Guanosin-Monophosphat (cGMP). Das cGMP wirkt dann als zweiter
Botenstoff und aktiviert Proteinkinasen vom G-Typ, dies flhrt zu einer Verminderung

der Calciumkonzentration und somit zu einer Relaxation glatter Muskelzellen.
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Abb. 2-5: Stickstoffmonoxid vermittelte Vasodilatation

Stickstoffmonoxid wird, katalysiert durch die endotheliale NO-Synthase bei der Umwandlung von L-Arginin zu
Citrullin gebildet. Dieses Enzym kann aber nur in Anwesenheit von Calcium, welches sich mit Calmodulin
verbindet, aktiviert werden. Nach Freisetzung diffundiert NO in die GeféBmuskelzelle und stimuliert dort eine
l0sliche Guanylatcyclase, mit der Folge eines intrazelluldren cGMP-Anstiegs, der wiederum eine Aktivierung der
cGMP abhéngigen Proteinkinase induziert, damit eine verminderte Ca-Empfindlichkeit bewirkt und so zur
Relaxation der GefaBmuskelzelle bzw. Dilatation des GeféBes fiihrt.

Das AusmaB der Vasodilatation ist durch eine Endothelfunktionsmessung (Flow
mediated Dilation, FMD) bestimmbar.

Stickstoffmonoxid wird mit Hilfe der endothelialen NO-Synthetase (eNOS) aus der
Aminosdure L-Arginin gebildet®. Die Freisetzung von NO fiihrt, wie oben
beschrieben, Uber Relaxation zu Vasodilatation und kann durch Scherkrafte oder
verschiedene Pharmaka verursacht werden.

Eine NO-Freisetzung ins Blut fuhrt zu einer Inhibition der Thrombozytenaggregation
und Monozytenadhédsion® und hat somit auch ausgepragte antiinflammatorische und

antiaggregatorische Effekte.
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Die antiinflammatorischen Effekte werden durch Hemmung der Expression von
Oberflachen-Adhasions-Molekilen wie CD 11/18, P-Selectin, VCAM-1 und ICAM-1
vermittelt. Die Adhdsion von Monozyten an das Endothel und die darauf folgende
Migration durch die GefaBwand wird hierdurch gemindert®® .

Endotheliale Dysfunktion ist ein Befund bei vielen chronischen Krankheiten. Auch
kardiovaskulare Risikofaktoren wie Rauchen, Diabetes mellitus, Hypertonus und
Hypercholesterindmie gehen mit einer Verschlechterung der GefaBfunktion einher®® ¢
%, Dort kommt es zur vermehrten Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen, vor
allem Superoxid (0O,7), welches seinerseits NO oxidiert. Die daraus folgende NO-
Konsumption fihrt nicht nur zu verminderter NO-Bioverfligbarkeit, sondern zur

Generierung toxischer Oxidantien wie Peroxinitrit (ONOQO™).

NO + O,” > ONOO™

Das Ergebnis ist eine Potenzierung des oxidativen Stresses und eine Reduktion der
Endothelfunktion.

Die endotheliale Dysfunktion konnte als eigenstandiger Risikomarker fir erneute
kardiale Ereignisse bei Patienten mit manifester KHK oder chronischer

Herzinsuffizienz identifiziert werden® .
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Abb. 2-6: Bedeutung der physiologischen Freisetzung von NO - aus dem Endothel. Nach Diffusion aus dem
Endothel ins GeféBlumen, hemmt NO die Leukozytenadhdsion und -migration sowie die
Thrombozytenaggregation und -adhdsion ans Endothel. In der GefdBmuskulatur wirkt es (ber die
Guanulatzyklase (sGC) relaxierend und ist an der Modulation der GefédBstruktur beteiligt, wobei es insbesondere
die Proliferation und Migration der glatten GefaBmuskelzellen inhibiert.
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2.6 Myeloperoxidase

2.6.1 Bedeutung
Ursprlinglich nahm man an, dass Myeloperoxidase (MPO) ausschlieBlich der innaten
Immunabwehr dient, da es mit Hilfe des Cosubstrates H,O, bakterizide Spezies wie
HOCI generiert.

Neuere Untersuchungen konnten zeigen, dass MPO allerdings zudem wichtige
Funktionen in der Pathogenese der chronisch vaskuldren Inflammation zugeschrieben
werden koénnen. Es wurde in Studien ein erhdhtes Risiko fuir Myokardinfarkt und Tod
bei hohen MPO Serumspiegeln gezeigt®® ¢’.

Vermehrte Granulozytenaktivierung flihrt zu verstarkter lokaler Ausschittung von
MPO, welches zunachst an die Oberflache des Endothels bindet. AnschlieBend folgt
eine endotheliale Transzytose und Akkumulation im subendothelialem Raum® . An
dieser strategisch glnstigen Position kann MPO endothelial generiertes
Stickstoffmonoxid auf dem Weg zu dessen Wirkort, der Tunica media, oxidieren und

somit abfangen.

SMC

Abb. 2-7: Oxidation von Stickstoffmonoxid durch Myeloperoxidase
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Das Ergebnis ist eine verminderte Bioverfligbarkeit des endothelial generierten
Stickstoffmonoxid (NO)*® und damit eine Verschlechterung der endothelialen
Funktion.

Quantitativ ist MPO eines der bedeutendsten Enzyme, das von neutrophilen
Granulozyten sowie von Makrophagen und Monozyten gebildet wird. Gespeichert in
azurophilen Granula macht es Uiber 4 % des Gesamtproteingehaltes der Granulozyten
aus’. In den azurophilen Granula wird auch Elastase, ein anderes proteolytisches
Enzym, gespeichert, welches bei Degranulation aktivierter Granulozyten gemeinsam

mit MPO in den extrazelluldren Raum ausgeschiittet wird”! 72.

Endoplasmatisches Azurophile

Retikulum ./ Granula

Zellkern

Sekundare
Granula

~——— Mitochondrium

Phagozytische
Vakuole

Abb. 2-8: Bei der Degranulation neutrophiler Granulozyten werden die in der azurophilen Granula gespeicherten
MPO und Elastase aus phagozytischen Vakuolen in den extrazelluldren Raum ausgeschiittet.

Die Primarstruktur des Enzyms ist ein 140 kDa Homodimer, welches eine
Hamgruppe enthdlt. Die einzelnen Dimere bestehen aus einer schweren (55 — 64
kDa) und einer leichten (10 — 15 kDa) Untereinheit’”® 7*. Die Sekundarstruktur von
MPO ist hauptsachlich a-helikal, wobei jedes Monomer einen Kern aus flnf
Aminosaurenschleifen und einer Hdmgruppe (Fes*) besitzt. Dabei bestehen vier der

Schleifen aus dem groBen und die fiinfte aus dem kleinen Polypeptid”>.
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Abb. 2-7: Dreidimensionale Struktur des MPO-Homodimers. Herausgehoben sind die Hémgruppen im Kern (rot)
und die a-Helices (griin). Lau und Baldus in Pharmacol Ther 2006.

2.6.2 Katalytische Mechanismen und in vivo Substrate von MPO
Die Abwehr von Mikroorganismen durch das MPO-System ist lange bekannt und gut
untersucht. Es besteht aus dem Enzym MPO, Wasserstoffperoxid (H202) und einem
oxidierbarem Kofaktor. Die in der Grundform von MPO existierenden Eisen(III)-Ionen
werden in Gegenwart von H202, dem essentiellen Co-Substrat der Peroxidase,
oxidiert. Dabei entsteht die kurzlebige Oxidationsstufe MPO-1°, die wiederum
verschiedene Substrate, wie z. B. Halide, oxidiert. Die Oxidation von Chlor zu dem

bakteriziden Oxidanz Hypochlorit (HOCI) spielt die wohl gréBte physiologische Rolle”’.
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Clh+H + H,O, - HOCI + H,0

Neben den Haliden werden auch mehrere organische und anorganische Substrate,
wie z. B. aromatische Aminosauren, durch MPO-I (ber einen singuldren
Elektronentransfer oxidiert, wodurch MPO-II entsteht.

Die Rickreduktion zu MPO aus MPO-II, das nicht mehr mit Haliden reagiert, erfolgt
durch Oxidation von Reduktionsmitteln, wie z. B. Tyrosin oder Ascorbat. Ein weiteres
Substrat fur MPO-I ist NO, das durch Oxidation in Anwesenheit von H,O, zu Nitrit
(NO,™) wird”®. Zu einem geringen Anteil geschieht dieses durch direkte Oxidation von
NO durch MPO. Der weitaus groBte Anteil von NO wird allerdings von kleinen durch
MPO gebildeten Radikalintermedidrprodukten, vor allem  Tyrosyl- und
Ascorbylradikalen, zu NO,™ oxidiert®>. NO,™ selbst dient wiederum als Substrat fiir
MPO. In Anwesenheit von H,0O, wird es zu Stickstoffdioxid (NO;), einem sehr
instabilen Radikal oxidiert’®. NO, seinerseits wird fiir die Nitrierung von Proteinen und
die Lipidperoxidation verantwortlich gemacht. So oxidiert es Tyrosin zu Nitrotyrosin
(NO,Tyr). Bisher wurde die Entstehung von NO,Tyr zwar auf die Reaktion von
ONOO™ und Tyrosin zurilickgeflihrt, doch spricht die histologische Kolokalisation von
MPO und NO,Tyr, z. B. in koronararteriellen Plaques, im Lebergewebe sowie in
Biopsaten lungentransplantierter Patienten®, fiir eine direkte Bildung von NO2Tyr
durch aktive MPO.

2.6.3 Myeloperoxidase und Herzinsuffizienz

Ein Einfluss von MPO auf die myokardiale Funktion wird durch verschiedene neuere
Tierversuchen nahegelegt. Bei akuter und chronischer Ischdmie im Mausmodell
konnte beobachtet werden, dass MPO kardiales Remodelling und Kammerrupturen
fordert®! 8 8 zusatzlich konnten die NO-oxidierenden Eigenschaften von MPO die
myokardiale Funktion negativ beeinflussen und somit zu Verschlechterung der
ventrikuldren Funktion beitragen®* & 8,

Rudolph et al konnten zeigen, dass MPO Plasmaspiegel bei linksventrikularer
Dysfunktion signifikant erhdéht sind und erniedrigte LV-Funktion unabhdngig von

etablierten Herzinsuffizienz Markern vorhersagen?’.
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3 Material und Methoden

3.1 Patientenkollektive

3.1.1 Herzinsuffizienzgruppe
Es wurden 22 Patienten eingeschlossen, die im Universitaren Herzzentrum Hamburg-

Eppendorf in den Jahren 2007 bis 2009 stationar oder ambulant vorstellig wurden.

3.1.1.1 Einschlusskriterien
- Mannliche und weibliche Patienten
- chronische dilatative Kardiomyopathie mit linksventrikuldrer Ejektionsfraktion (LV-
EF) < 40% (ermittelt mittels Transthorakaler Echokardiographie (TTE),
Transdsophagealer Echokardiographie (TEE) oder LV-Angiographie)

- Vorliegen der schriftlichen Einverstandniserklarung der Versuchsperson

3.1.1.2 Ausschlusskriterien
- Alter unter 18 Jahren
- Schwangerschaft, Stillzeit
- bekannte Niereninsuffizienz (Kreatinin > 1,5 mg/dl)
- bekannte Leberinsuffizienz
- Herzinsuffizienz ischdmischer Atiologie
- Dekompensierte Herzinsuffizienz
- Akutes Koronarsyndrom
- Therapie mit Acetylsalicylsdaure (ASS)
- Therapie mit Thrombozytenaggregationshemmern (wie Clopidogrel)
- Therapie mit Antikoagulanzien (wie Cumarin-Derivate oder Heparin in
therapeutischer Dosierung)

- krankhaft erhdhte Blutungsneigung (hamorrhagische Diathese)
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3.1.2 Kontrollgruppe
Als Kontrollgruppe wurden 19 gesunde Probanden, die Uber Zeitungsannoncen

gefunden wurden, eingeschlossen.

3.1.2.1 Einschlusskriterien
- Gesunde mannliche und weibliche Patienten
- Alter zwischen 20 und 70 Jahren

- Vorliegen der schriftlichen Einversténdniserklarung der Versuchsperson

3.1.2.2 Ausschlusskriterien

- Nikotinabusus
- RegelmaBige Medikamenteneinnahme jeglicher Art

- Vorliegen einer Grunderkrankung

3.2 Studienprotokoll

Die Studie bestand aus zwei Teilen: eine Fall-Kontroll-Studie, in der Herzinsuffiziente
mit gesunden Kontrollprobanden verglichen wurden; eine prospektiver Teil, in dem
ein Teil der Herzinsuffizienten einem koérperlichem Training zugeflihrt wurde, dessen
Effekte untersucht werden sollten.

Bei allen Studienteilnehmern wurden an zwei aufeinanderfolgenden Tagen folgende

Untersuchungen durchgefihrt:

Tag 1
e Blutentnahme
* Spiroergometrie

* Transthorakale Echokardiographie
Tag 2

* Endothelfunktionsmessung

» Muskelbiopsie aus dem Musculus Vastus Laterales
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Fir die Interventionsgruppe wurden alle Untersuchungen zeithah nach Ende der

Intervention wiederholt.

3.3 Endothelfunktionsmessung

3.3.1 Bestimmung der flussabhangigen Vasodilatation

Es ist hinlanglich bekannt, dass arterielle BlutgefaBe auf Scherstress mit einer
Vasodilatation reagieren®. Dabei kommt es unter der Voraussetzung eines intakten
Endothels durch den Scherstress zur endothelialen NO-Freisetzung. Dieser
Mechanismus wird als flussabhangige Vasodilatation, im Englischen flow-mediated
dilation (FMD) bezeichnet und kann als Parameter flir die vaskuldre NO-
Bioverfligbarkeit angesehen werden.

In einer Vielzahl von Arbeiten konnte gezeigt werden, dass es durch systemische
vaskuldare Inflammation, z. B. beim Vorhandensein kardiovaskuldrer Risikofaktoren
oder bei Patienten mit akuten oder chronischen GefaBleiden aufgrund von NO-
Depletion zu einer systemischen Inhibierung dieses Mechanismus kommt® % °t,

Die FMD wurde nach den Richtlinien des American College of Cardiology per

Ultraschall gemessen®?.

3.3.2 Patientenvorbereitung
Da die FMD durch viele Faktoren, wie z. B. Umgebungstemperatur, Nahrung und
Medikamente beeinflusst wird, fand die Untersuchung in angenehm ruhiger
Umgebung statt. Zusatzlich wurden die Patienten aufgefordert sechs Stunden vor der

Untersuchung weder zu essen, zu trinken, noch zu rauchen.

3.3.3 Messung der FMD
Zur Messung lag der Patient in Riickenlage mit leicht erhéhtem Oberkdrper auf einer

Liege. Eine Blutdruckmanschette wurde um den Oberarm gelegt.
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Abb. 3-1: Endothelfunktionsmessung

AnschlieBend wurde oberhalb der Ellenbeuge ein longitudinaler Anschnitt der A.
brachialis mit dem Schallkopf dargestellt. Verwendet wurde hierfiir ein Siemens
Sonoline G 50 Ultraschallgerdt mit einem zwoIf MHz linear array transducer, um
zweidimensionale Filmsequenzen der A. brachialis aufzunehmen. Ein Segment mit
deutlicher vorderer und hinterer Abgrenzung der Intima zum Lumen wurde flir die
kontinuierliche zweidimensionale Messung der GefaBdurchmesser ausgewahlt (s.
Abbildung 3-2). Um mdglichst die gleiche Stelle bei allen Messungen zu

gewahrleisten, wurden duBerliche Merkmale zur Orientierung benutzt.
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Abb. 3-2: Ultraschalldarstellung der A. brachialis im Ldngsschnitt und Messung des GefdaBdurchmessers von
Intima zu Intima.

Um zundchst den Ausgangsdurchmesser zu bestimmen, wurde ein Langsschnitt der
A. brachialis fir vier Sekunden aufgenommen. AnschlieBend wurde die
Blutdruckmanschette auf ungefdhr 50 mmHg lber den systolischen Blutdruck
aufgepumpt und somit der Blutfluss fur flinf Minuten unterbrochen. Durch die
einsetzende Ischdmie erfolgte eine Dilatation der distal gelegenen
WiderstandsgefaBe durch autoregulatorische Mechanismen. Nach dieser Zeit wurde
der Druck aus der Blutdruckmanschette abgelassen. Die reaktive Hyperamie und der
damit verbundene erhdhte Scherstress bewirkten eine Dilatation der A. brachialis.
Direkt im Anschluss an das Offnen der Blutdruckmanschette wurde das
Geschwindigkeits-Zeit-Integral (VTI) des Doppler-Flusses mit Hilfe des pulsed-wave
Dopplers ermittelt, um daraus den Volumenfluss-Quotienten (flow ratio) aus dem,
durch die Ischéamie hervorgerufenen, maximalen Fluss und dem Ausgangsfluss, zu

berechnen. Da einige Studien gezeigt hatten, dass die maximale Zunahme des
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GefaBdurchmessers nach 60 Sekunden zu beobachten ist®® ** wurde eine Minute
nach Offnen der Blutdruckmanschette erneut der Liéngsschnitt der A. brachialis fiir

vier Sekunden per Ultraschallmessung aufgenommen.

3.34 Messung der flussunabhangigen Vasodilatation
Die flussunabhangige Vasodilatation (nitro-mediated dilation, NMD), also die
endothelunabhdngige Vasodilatation spiegelt die Funktion und Elastizitdt der glatten
GefaBmuskulatur wieder und wird durch Gabe von Nitroglycerin bestimmt. Hierzu
wurden mindestens zehn Minuten nach der FMD-Messung abgewartet, um eine
vergleichbare Ausgangslage wieder herzustellen. Zunachst wurde -—wie oben
beschrieben— die A. radialis im Ausgangszustand und erneut vier Minuten nach

sublingualer Gabe von 0,4 mg Nitroglyzerin flir vier Sekunden aufgezeichnet.

3.3.5 Auswertung der Filmsequenzen
Die zweidimensionalen Filmsequenzen sowohl der FMD als auch der
flussunabhangigen Messungen wurden mit Hilfe der Graustufenerkennungssoftware
Brachial Analyzer ausgewertet und die Durchmesser der Aa. radiales errechnet. Zur
Veranschaulichung wurden die FMD und NMD als prozentuale Veranderung des post-

stimulus Durchmessers zum Ausgangsdurchmesser angegeben.

3.4 Studien an Blutproben

34.1 Probengewinnung
Jeweils am ersten Tag einer Studienvisite erfolgte eine vendse Blutentnahme. Es
wurde Blut in EDTA, Heparin- und Citratréhrchen abgenommen
Zwei der Heparinrdhrchen wurden im Anschluss bei 4000 Umdrehungen/Minute
(rpm) 3 Minuten zentrifugiert. Der Plasmalberstand wurde bei -80°C, bis zur

endgultigen Messung der inflammatorischen Marker eingefroren.
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34.1 Plasmabestimmungen

3.4.1.1 Sandwich-ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Das Plasma wurde zunachst Uber Nacht bei +4°C aufgetaut und am ndachsten
Morgen mit einem Probenverdiinnungspuffer in vorgegebener Anleitung des ELISA-
Testherstellers verdinnt. Daraufhin erfolgte die Pipettierung und Inkubation einer
Mess- und Standardreihe auf eine Mikrotiterplatte. Diese Platte war mit einem
polyklonalen Antikdrper (coating-Antikdrper) beschichtet, sodass das im Plasma
befindliche Antigen hier binden konnte.

Nach Ablauf der Inkubationsphase wird die Platte mit einem daflir vorgesehenen
Waschpuffer gewaschen. Die ungebundenen Bestandteile der Probe werden dadurch
entfernt und zurlick bleibt nur das am (coating-) Antikdrper gebundene Antigen. Im
nachsten Schritt wird ein Detektions-(detection)-Antikbrper, gekoppelt mit einem
Enzym zugegeben. Dieser bindet ebenfalls an das Antigen und es entsteht der
Antikdrper-Antigen-Antikdrper-Komplex (deshalb der Name Sandwich-ELISA - das
Antigen ist zwischen die beiden Antikdrper wie in einem Sandwich gepackt). Durch
erneutes Waschen der Platte wird der (Uberschissige zweite Antikdrper
ausgewaschen und dann ein, zum an den Antikérper gebundenen Enzym, passendes
chromogenes Substrat zugegeben. Dieses wird vom Enzym zu einem
Reaktionsprodukt umgesetzt. Es kommt zu einem Farbumschlag, der in einem
Photometer verfolgt werden kann. Die Intensitdt der Farbe ist dabei proportional zu

der Konzentration des zu bestimmenden Antigens in der Probe.

Nach diesem Testprinzip erfolgte die Plasmakonzentrationsbestimmung der
folgenden Marker:

- Elastase ng/ml

- Hochsensivitives CRP (hsCRP) mg/I

- Interleukin 6 (IL6) g/ml

- proBNP ng/I

- Myeloperoxidase (MPO) ng/ml
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3.4.2 Isolierung von Neutrophilen Granulozyten
Die Isolation neutrophiler Granulozyten erfolgte nach Eiserich et al®>. Es wurden den
Probanden 25 ml peripher-vendses Blut in eine Perfusor-Spritze abgenommen, die
mit Heparin-Natrium vorgelegt war (Endkonzentration 20IE/ml). Das heparinisierte
Blut wurde 1:1 auf eine Dextranlésung (45mg/ml 0,9% NaCl) gegeben. Erythrozyten,
basophile und eosinophile Granulozyten sedimentierten, so dass nach 30 min der
Uberstand, bestehend aus Plasma mit Leukozyten, Thrombozyten und restlichen
Erythrozyten, unter Erhaltung der Phasengrenze vorsichtig auf 15 ml Histopaque-
1077 pipettiert wurde. Der Ansatz wurde anschlieBend 30 Minuten mit 600 x g und
deaktivierter Bremsenfunktion zentrifugiert. Thrombozyten und mononukledre Zellen,
die in Histopaque den Uberstand bildeten wurden verworfen. Restliche Erythrozyten
aus dem Pellet wurden mit 6ml Aqua bidest. einige Sekunden resuspendiert und
damit zur hypotonen Lyse gebracht. Durch Zugabe von 0,9% NaCl-Lésung wurde die
Lyse beendet. Die neutrophilen Granulozyten wurden anschlieBend durch 10
min(tige Zentrifugation mit 350 x g als Pellet gesammelt. Dieses wurde in 1ml steril
filtriertem HBSS mit 0,25% BSA (Zellpuffer) aufgenommen. Die Zellzahl wurde durch
Verdlinnung und mikroskopische Zahlung mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer
bestimmt. Die Granulozyten wurden zu je 2 Millionen Zellen in Epis pipettiert,
zentrifugiert und nach Entfernung des Uberstands bei -80°C bis zur weiteren

Untersuchung gelagert.
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3.5 Studien an Muskelbiopsien des Musculus Vastus laterales

3.5.1 Gewinnung der Muskelbiopsien
Die Muskelbiopsien wurden aus dem Vastus laterales des Musculus Quadriceps
Femoris gewonnen. Die Entnahme erfolgte in Lokalandsthesie, wobei nur die Haut
und das subkutane Gewebe, jedoch keinesfalls der Muskel selbst, infiltriert wurden,
da der Skelettmuskel flir immunhistochemische Untersuchungen héchst irritabel und
artefaktanfallig ist. Quetschung oder andere Verletzungen des Gewebes wurden
vermieden.
Die den Muskel bedeckende Faszie wurde parallel zum Muskelfaserverlauf inzidiert.
Um Kauterartefakte zu vermeiden, wurde das Ligieren der BlutgefaBe der
Elektrokoagulation vorgezogen.
Die entnommenen Proben hatten eine GroBe von ca. 2 x 2 x 2 cm und wurden direkt
nach der Entnahme in drei gleiche Teile geschnitten.
Von diesen wurde eines in 4 % Formaldehyd-Losung gegeben und flir histologische
Untersuchungen anschlieBend in Paraffin gebettet. Ein weiteres Stiick wurde auf OCT
Medium langsam Uber flissigem Stickstoff gefroren und dann auf —80°C flr
immunhistochemische Untersuchungen gelagert. Der letzte Teil der Biopsie wurde in
flissigem Stickstoff schock gefroren und sollte nach Homogenisierung quantitativen

Analysen zur Verfligung stehen.

3.5.2 Quantitative Myeloperoxidase Bestimmung

3.5.2.1 Homogenisierung
Die tiefgefrorenen Proben wurden in fllissigem Stickstoff in einem Mdorser zerrieben.
AnschlieBend wurden die Proben in ein ebenfalls mit fllissigem Stickstoff
vorgekiihltes zwei ml Eppendorf- Tube Uberfiihrt und mit kalter Homogenisierungs-
Lésung langsam aufgetaut. Das Homogenat wurde anschlieBend fir eine Stunde
unter mehrmaligen Vortexen auf Eis inkubiert. In dieser Zeit wurden die mit
Membranen assoziierten Proteine durch das, in der Homogenisierungs-Lésung

befindliche Triton X-100, aufgespalten. Darauf folgte eine Zentrifugation fir zehn

32



Minuten bei 10000 rpm und 4 °C, um das unlésliche Material von dem Geldsten zu
trennen. Der Uberstand wurde in ein Eppendorf-Tube berfiihrt. Fir die
Proteinbestimmung (s. u.) wurden 20 pl des Uberstandes abgenommen. Der Rest
wurde im Verhaltnis 2:1 mit Laemmli-Puffer versetzt und fir funf Minuten bei 95 °C
denaturiert.

Im Anschluss wurden die Proben bis zur elektrophoretischen Auftrennung der
Proteine bei -20 °C gelagert.

3.5.2.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte mit Hilfe des Bio-Rad Protein Assays nach Bradford.
Dabei wird durch Bindung eines im Bio-Rad-Reagenz enthaltenen Farbstoffs an
Proteine das Absorptionsmaximum des Farbstoffs von 465 nm (ohne Protein) auf 595
nm (mit Protein) verschoben. Somit ist die Absorption bei einer Wellenlange von 595
nm ein MaB fir die Proteinkonzentration einer Ldsung.

Um die Proteinbestimmung nach Bradford durchzuflihren, wurde zundchst eine
Eichreihe aus BSA-Stammloésung (100 pg/ml Rindserum-Albumin) mit definierten
aufsteigenden Proteinkonzentrationen (von 0 bis 25 pg/ml) hergestellt. Die Proben
aus den GefaBhomogenaten wurden nach Zugabe des Bio-Rad-Reagenz durch
mehrmaliges Invertieren gemischt. Nach 5 Minuten wurde die Extinktion bei 595 nm
gemessen. Die Proteinkonzentration der Proben wurde dann mit Hilfe der Eichkurve

bestimmt.
3.5.2.3 Immunoprazipitation

3.5.2.3.1 Binden der Antikorper
Jeweils 50 ul Dynabeads wurden in Eppendorf-Tubes pipettiert und danach auf den
Magnet gesetzt. Nach Entfernung des Uberstandes wurden 200 pl des Antikérper
Binde- und Waschpuffers und 10 pl des Erstantikdrpers (anti-MPO Calbiochem)
hinzugefligt. Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur fir zehn Minuten unter Rotation
inkubiert. AnschlieBend wurde (iber dem Magneten erneut der Uberstand entfernt
und die enstandenen Dynabead-Antikdrper Komplexe ein weiteres Mal mit 200 pl

Binde- und Waschpuffer gewaschen.
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3.5.2.3.2 Immunoprazipitation der Myeloperoxidase
Es wurden jeweils 500 pg Protein der einzelnen Proben zu den Dynabead-Antikdrper
Komplexen gegeben, mit Homogenisierungspuffer bis auf ein Volumen von 500 pl
aufgeflllt und dann bei Raumtemperatur zehn Minuten lang unter Rotation inkubiert.
Auf dem Magneten wurde anschleiBend der Uberstand abpipettiert, und drei weitere

Waschzyklen mit jeweils 200 pl Waschpuffer durchgefiihrt.

3.5.2.3.3 Elution
Die Dynabead-Antikdrper-Antigen Komplexe wurden durch jeweils 20 p
Elutionspuffer aufgeldst. Nach zweimindtiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde
der Uberstand abpipettiert und in ein neues Eppendorf Tube iiberfiihrt. Das dort
geldste Protein wurde im Anschluss im Verhadltnis 2:1 mit Laemmli-Puffer versetzt
und far fUnf Minuten bei 95 °C denaturiert.

3.5.2.4 Bestimmung des MPO-Gehalts per Western Blot
Der Western Blot ist ein Verfahren zum differentiellen Nachweis von Proteinen, die
nach gelelektrophoretischer Auftrennung auf eine Nitrozellulose-Membran Ubertragen
und dann mit spezifischen AntikGrpern markiert werden.
Zur Quantifizierung wurden die antikGrpermarkierten Proteine mit einem

chemilumineszenten Zweitantikérper inkubiert.

3.5.2.4.1 SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese

Zur Bestimmung des MPO-Gehalts per Western Blot mussten zunadchst die Proteine
aufgetrennt werden. Diese Auftrennung erfolgte mittels einer SDS-PAGE
(Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese). Das Detergenz SDS bildet
mit den Proteinen negativ geladene Komplexe mit konstantem Ladungsverhaltnis und
Struktur, so dass die Auftrennung der Proteine fast ausschlieBlich vom
Molekulargewicht abhangt.

Zunachst wurde ein 1,5 mm starkes und ca. 5 cm langes Trenngel (10 %-
Acrylamid/Bisacrylamid) gegossen. Um eine gleichmaBige Gelkante zu erhalten,
wurde das Trenngel mit Isopropanol Uberschichtet. Nach erfolgter Polymerisation

wurde das Isopropanol entfernt und ein ca. 1 cm starkes Sammelgel (4,5 %-
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Acrylamid/Bisacrylamid) aufgegossen und ein Kamm hineingesteckt, so dass
Kammern mit einer Breite von ca. 5 mm entstanden.

Nach der Polymerisation wurden die Kammern zunachst mit SDS-PAGE Laufpuffer
ausgespllt. Dann wurde von den aufgetauten und mit Probeladepuffer versetzten
Proben jeweils das Prazipitat aus 500 ug Gesamtprotein in die Kammern gegeben.
Zusatzlich zu den Proben wurde ein 10 kDa-Molekulargewichtsstandard und ein im
Gel sichtbarer, vorgefarbter Proteinstandard aufgetragen.

Die Gelelektrophorese erfolgte dann mit dem SDS-PAGE Laufpuffer zunachst bei 60 V
bis die Proben in das Trenngel eingetreten waren. AnschlieBend wurde die
Elektrophorese fir ca. zwei Stunden bei 150 V fortgefiihrt, bis die von den Proteinen

getrennte Laemmli-Lésung aus dem Trenngel lief.

3.5.2.4.2 Transfer und immunologischer Nachweis von Proteinen auf Membranen
In einer mit Transferpuffer geflillten Schale wurde ein Schwamm, ein 1,5 mm starkes
Filterpapier, das Trenngel, eine passend zurechtgeschnittene Nitrozellulose Membran,
ein zweites Filterpapier und ein weiterer Schwamm luftblasenfrei aufeinander gelegt
und mit einem Blothalter zusammengeklemmt. Der Blothalter wurde dann so in eine
mit vorgekihltem Transferpuffer geflillte Transferkammer Uberfiihrt, dass die
Membran zur Anode ausgerichtet war.
Bei einer konstanten Stromstarke von 200 mA erfolgte der Transfer innerhalb von 90
Minuten.
Nach Abbau des Blotaufbaus wurden die Proteine zur Kontrolle von Ladung und
Transfer sowie zur Kennzeichnung der 10 kDa Standard-Banden mit Hilfe einer
Ponceau-S Farbung sichtbar gemacht. AnschlieBend wurde die Farbung mit
Waschpuffer (TBST) wieder entfernt.
Zur Sattigung der freien Proteinbindungsplatze wurde die Nitrozellulose Membran flr
1,5 Stunden mit Milchpuffer (5 %) als Blockmedium inkubiert, wobei alle 30 Minuten
der Puffer gewechselt wurde. Dabei wurde —wie bei allen folgenden Inkubationen—
die Ldsung durch leichtes Schwenken auf einem Horizontalschaukler standig
durchmischt.
Danach wurde die Membran mit einem anti-MPO-Antikdrper (Calbiochem 1:2500) in
Milchpuffer bei 4 °C Gber Nacht inkubiert.
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Am folgenden Tag wurde die Membran mit dem Milchpuffer fur 1,5 Stunden
gewaschen, wobei wiederum alle 30 Minuten der Puffer gewechselt wurde.
AnschlieBend folgte die Kopplung des mit einer Peroxidase gekoppelten
Sekundarantikorpers. Dazu wurde die Membran mit Milchpuffer und dem
Sekundarantikoérper (1:10000) fur zwei Stunden inkubiert und anschlieBend fir
weitere 2 Stunden mit TBST gewaschen.

Nach dem Waschen wurde die Membran auf eine Glasplatte gelegt, die zwei
Komponenten einer ECL-L6sung (Enhanced-Chemiluminescence) zusammengegeben
und diese auf der Membran verteilt. Nach einer funfmindtigen Inkubation wurde die
Membran abgetropft und mit Klarsichtfolie bedeckt in eine Filmkassette gelegt. Die
an dem Sekundarantikdrper gekoppelte Peroxidase katalysierte die Oxidation von
dem in der ECL-L6ésung vorhandenen Luminol und I6ste damit eine
Chemilumineszenz aus. Die Detektion des durch die Reaktion freigesetzten Lichts

erfolgte durch Auflegen eines Rontgenfilms in einer Dunkelkammer.
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3.5.3 Fluoreszensimmunhistochemie
Aus den gewonnenen Proben, die auf OCT gefroren wurden, wurden mit einem
Mikrotom 5 pm starke Schnitte erstellt. Diese Schnitte wurden finf Minuten lang bei
Raumtemperatur aufgetaut und daraufhin mit 3,7% Formaldehyd Uber flinfzehn
Minuten fixiert.
Nach dreimaligem, flinfminitigem Waschen mit PBS wurden die Praparate mit einem
Dako-Wachsstift umrandet.
Als nachstes folgte die Permeabilisierung mit 0,1% Triton X-100 in PBS-L&sung fur
zwanzig Minuten. Nach einstlindigem Blocken unspezifischer Bindestellen mit 10%
Ziegenserum mit 0,1% Triton X-100 auf PBS erfolgte die Inkubation mit dem anti-
MPO Erstantikdrper von Calbiochem im Verhaltnis 1:250 in der gleichen Blockldsung.
An die sechzigminitige Inkubation fiigten sich drei Waschzyklen mit PBS .
Nun folgte eine Inkubation mit dem Zweitantikérper Uber sechzig Minuten im
Dunkeln. Der Verwendete Antikorper war Alexa 488 Goat anti-Rabbit im Verhaltnis
1:100 in 0,1% Triton X-100 in PBS.
Nach zweimaligem Waschen in PBS im Dunkeln wurden die Prdparate mit Dapi
1ug/ml tber 15 min im Dunkeln inkubiert um die Zellkerne anzufarben.
Zum Abschluss wurden die Gewebe mit Dako Mounting Fluid betropft und dann
luftblasenfrei mit einem Deckgldaschen abgedeckt.
Zur Auswertung wurden die Proben mit Hilfe eines Fluoreszensmikroskobes

angeschaut.
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3.6 Korperliches Training und Untersuchung der Leistungsfahigkeit

3.6.1 Spiroergometrie
Zur Untersuchung der Leistungsfahigkeit wurde bei allen Studienteilnehmern eine
Spriroergometrie durchgeflihrt.
Dabei wurden die Probanden auf Fahrradergometern unter steigendem Widerstand
(Erhéhung um 10 W pro Minute) belastet, bis die Patienten ausbelastet waren oder
ein Abbruchkriterium erreicht war (s.u.).
Wahrend der Belastung wurden die Patienten mittels EKG und Blutdruckmessungen
Uberwacht. Gleichzeitig wurden mittels Gesichtsmaske kontinuierlich die Atemgase
gemessen. Aus diesen Messungen konnten folgende Werte bestimmt werden:

* Atemfrequenz

* Atemminutenvolumen

* Sauerstoffaufnahme (VO)

* Kohlendioxidabgabe (VCO,)

* Respiratorischer Quotient (VCO, / VO,)

Zusatzlich wurden aus kapilldren Blutentnahmen in einem Abstand von 2 min
Laktatwerte bestimmt, um die individuelle anaerobe Schwelle, also die maximale
Leistungsfahigkeit, die ausdauernd gehalten werden kann, zu bestimmen.
Flr alle Studienteilnehmer galten strenge Abbruchkriterien. So wurde die
Untersuchung beendet, wenn eines der folgenden Kriterien zutraf:

* Blutdruckanstieg liber 220 mmHg systolisch

e Blutdruckabfall unter den Ausgangswert

* ST-Strecken Senkungen oder Hebungen >0,1 mV im EKG

* Ventrikulare Herzrhythmusstérungen

* Angina-Pectoris-Beschwerden
Wenn keines der Abbruchkriterien eintrat, wurde die Belastung fortgeflihrt, bis
subjektiv durch den Patienten (z.B. bei eintretender Schwache der Beine) oder

objektiv bei einem Respiratorischen Quotienten >1,1, Ausbelastung erreicht wurde.
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3.6.2 Korperliches Training auf Fahrradergometern

Probanden in der Interventionsgruppe trainierten Uber 12 Wochen, zweimal
wochentlich auf Fahrradergometer in den Rdumen der Ambulanten Physiotherapie
auf dem Gelande des UKE.

Das Training dauerte jeweils mindestens 30 min und wurde Herzfrequenz gesteuert
durchgefiihrt. Das Institut fliir Sportmedizin der Universitat Hamburg erstellte mit den
aus der Spiroergometrie gewonnenen Daten individuelle Trainingsempfehlungen flr
die Studienteilnehmer.

Das Training sollte bei 60% der individuell anaeroben Schwelle durchgefiihrt werden.
Das bedeutet, dass der Proband flir das Training die Herzfrequenz halten sollte, die
er in der Spiroergometrie bei 60 % der Last der anaeroben Schwelle hatte. Die
Ergometer wurden so programmiert, dass sich der Widerstand je nach aktueller
Herzfrequenz des Patienten anpasste, bis er in einem Bereich von 10 Schlagen pro

Minute um die berechnete Zielfrequenz angelangt war.

3.7 Statistische Auswertung

Die in der Tabelle der klinischen Charakteristika dargestellten kontinuierlichen
Variablen sind arithmetische Mittelwerte + Standardabweichung (SEM). Die
kategorischen Daten sind zusammengefasst als Haufigkeit und Prozent. Nicht
normalverteilte Variablen wurden als Median und Interquartilsabstand (IR)
angegeben. Zur graphischen Darstellung wurde der Boxplot verwendet. Vergleiche
zwischen den Datengruppen wurden mit dem Student “schen T-Test oder Wilcoxon s
signed-rank test, abhangig von ihrer Normalverteilung, durchgefiihrt. Eine
statistische Signifikanz wurde flir Werte p < 0,05 angenommen. Alle statistischen

Analysen wurden unter der Verwendung von STATA Version 10.1. durchgeftihrt.
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3.8 Materialien

PBS-Puffer
8 g/l NaCl
0,2 g/l KCl
0,2 g/l KH2PO4
1,26 g/l Naz2HPO4
pH-Wert 7,3

Homogenisierungs-Losung
10 ml Homogenisierungspuffer
2 ug/ml Pepstatin (2 mg/ml)
7 pg/ml Leupeptin (2 mg/ml)
10 pg/ml Aprotinin (1 mg/ml)
0,5 mmol/l PMSF
0,5 % (v/v) Triton X-100

Homogenisierungspuffer
20 mmol/l  Tris
250 mmol/l Sucrose
3 mmol/I EGTA
20 mmol/l EDTA
pH-Wert 7,5

Trenngel 10 %

10 ml Aqua dest.

5mi Trenngel-Puffer

5ml Acrylamid / Bisacrylamid 40 %
35 ul Temed

120 pl APS

Trenngel-Puffer

181,7 g/l Tris
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2,5 g/l EDTA
4 g/l SDS
pH-Wert 8,8

Sammelgel 4,5 %
6,4 ml Aqua dest.
2,5 ml Sammelgel-Puffer
1,13 ml Acrylamid / Bisacrylamid 40 %
30 ul Temed
120 pl APS

Sammelgel-Puffer

60,6 g/l Tris
2,5 g/l EDTA
pH-Wert 6,8

4 g/l SDS

SDS-PAGE Laufpuffer
3,0 g/l Tris
14,4 g/l Glycin
0,744 ¢/l EDTA

0,6 g/l SDS
Transferpuffer
3,03 g/l Tris

14,4 g/l Glycin
20 % (v/v) Methanol

TBST
2,42 g/l Tris
8 g/l NaCl
pH-Wert 7,6
0,01 % (v/v) Tween

Milchpuffer
TBST
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5 % (w/v) non-fat dry milk

Proteinbestimmung
Bio-Rad Protein Assay von der Firma Bio-Rad (Miinchen, Deutschland).

Primarantikorper

Immunprazipitation

Immunoprecipitation Kit - Dynabeads® Protein A von der Firma Invitrogen

ECL-L6sung

SuperSignal West Femto von der Firma Pierce Biotechnology Inc. (Illinois, USA).
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4 Ergebnisse

4.1 Klinische Charakteristika Studiengruppe

Kontrollgruppe

Herzinsuffizienz

n=19 n= 22
Alter 50,16 49,04
+/- 12,16 Jahre +/- 14,4 Jahre

Geschlecht:

Mannlich 11 (57,9 %) 21 (95,5 %)

Weiblich 8 (42,1 %) 1(4,5 %)
Hb (g/dI) 14,2 +/- 1,3 13,7 +/- 1,8
Leukozyten (Mrd/ml) 7,01 +/-1,1 7,76 +/- 2,4
Neutrophile (Mrd/ml) 4,60 +/-1,0 4,84 +/- 1,7

Creatinin (mg/dI)

0,84 +/-0,15

1,01 +/- 0,19

LDL (mg/dl) 104,13 +/-34,6 118,27 +/- 39,3
GGT (U/l) 25,22 +/-17,1 67,25 +/-60,0
GPT (U/I) 27,23 +/- 16,4 35,23 +/- 20,5
Quick (%) 107,9 +/- 11,1 98,1 +/- 24,6

Hbalc (%)

5,60 +/- 0,62

Spiro max (Watt)

165,26 +/-71,4

95,13 +/- 36,9

VO2 Max (ml/min x kgKG)

27,7 +/- 10,7

14,29 +/- 4,7
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4.2 Studien an Blutproben
4.2.1 Vergleich Herzinsuffiziente mit Kontrollgruppe

Verglichen wurden alle Probanden der Kontrollgruppe, n=19, mit allen Patienten der

Herzinsuffizienzgruppe, n= 22, unabhdngig davon ob diese spdter noch trainiert
wurden, oder nicht.

42.1.1 Myeloperoxidase Plasma Spiegel
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Kontrolle Herzinsuffizienz

Der MPO Plasmaspiegel in der Kontrollgruppe (blauer Balken) liegt bei 230 [IR: 161-
279] pmol/l und ist damit signifikant niedriger als in der Herzinsuffizienzgruppe (roter
Balken) mit 310 [IR: 185-561] pmol/Il. p= 0.0039.
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4.2.1.2 Elastase Plasma Spiegel
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Flr Elastase ist der Unterschied der Plasmaspiegel hoch signifikant: In der
Kontrollgruppe liegt der Median bei 74,22 ng/ml [IR: 50,46-85,8] bei den
Herzinsuffizienten bei 215 ng/ml [IR: 136,9-355,46]. p= 0,0002. Elastase wird

gemeinsam mit MPO in den azurophilen Granula von Neutrophilen Granulozyten

gespeichert.
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42.1.3 IL-6 Plasma Spiegel

Interleukin 6 pg/mi

Kontrolle Herzinsuffizienz
Fir IL-6 zeigt sich keine Signifikanz beim Vergleich von Kontrollgruppe und

Herzinsuffizienzgruppe. (3,22 pg/ml [IR: 2,57-3,78] vs. 3,91 [IR: 2,31-5,56] pg/ml,
p= 0,2747)
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4.2.1.4 hsCRP Plasma Spiegel

hsCRP mg/dI

Kontrolle Herzinsuffizienz

Auch beim hsCRP konnte keine Signifikanz der Plasmawerte zwischen gesunden und
erkrankten Probanden festgestellt werden. (0,86 [IR: 0,48-1,52] mg/dI vs. 0,68 [IR:
0,2-4,0] mg/dl, p=0,1215)
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4.2.1.5 BNP Plasma Spiegel
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Kontrolle Herzinsuffizienz
Wie zu erwarten sind die BNP-Spiegel bei Herzinsuffizienten mit im Mittel 832 [IR:

209,6-2465] pg/ml signifikant hdéher als bei den Gesunden (42,94 [IR: 20,44-64,26]
pg/ml). p= 0,0011.
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4.2.1.6 Endothelfunktion (Flussabhédngige Dilatation)
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Kontrolle Herzinsuffizienz

Die Flow-mediated Dilation (FMD) in der Kontrollgruppe ist mit 9,07 [IR: 7,41-11,00]
% signifikant besser als bei den Patienten mit Herzinsuffizienz mit 5,73 [IR: 3,29-
6,65] %. Dies ist Ausdruck der eingeschrankten Endothelfunktion bei den chronisch
Kranken. p= 0,0001.
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4.2.1.7 Endothelunabhdngige GefaRdilatation
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Kontrolle Herzinsuffizienz

Im Gegensatz zur FMD unterscheidet sich die weitestgehend endothelunabhé@ngige
NMD nicht signifikant zwischen den beiden Gruppen (11,83 [IR: 10,03-14,36] % vs.
9,29 [IR: 6,70-14,73] %, p= 0,089)

50



4.2.2 Vergleich Interventionsgruppe pra und post Herzkreislauf-Training
Verglichen wurden nur die Pra- und Posttrainings-Werte der Patienten mit

Herzinsuffizienz, die an der Trainingsintervention teilgenommen und sie auch
beendet haben, n= 9.

42.2.1 Myeloperoxidase Plasma Spiegel
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Pra Training Post Training

In der Interventionsgruppe zeigte sich kein signifikanter Unterschied der MPO
Plasma-Spiegel vor (blauer Balken) und nach (roter Balken) dreimonatigem Training.
(310 [IR: 213-561] pmol/I vs. 295 [IR: 197-631] pmol/l, p= 0,589)
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4.2.2.2 Elastase Plasma Spiegel
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Pra Training Post Training
Auch die leichte Zunahme von gemessener Elastase nach Training ist nicht

signifikant. (224,88 [IR: 180,86-530,6] ng/ml vs. 236,57 [IR: 165,4-569,65] ng/ml,
p=0,187)
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4.2.2.3 IL-6 Plasma Spiegel
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Pra Training Post Training

Eine Abnahme der IL-6 Spiegel nach Training von 3,3 [IR: 1,35-4,42] pg/ml auf 2,19
[IR: 1,88-2,93] pg/ml hat keine Signifikanz. p= 0,1859.
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4.2.2.4 hsCRP Plasma Spiegel
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Pra Training Post Training

Das hsCRP zeigt nach Ablauf der 3 Monate keine statistisch relevante Anderung. (0,2
[IR: 0,12-0,44] mg/dl vs. 0,09 [IR: 0,08-0,27] mg/dl, p= 0,2634)
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4.2.2.5 BNP Plasma Spiegel
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Die BNP Spiegel sanken von 425,8 [IR: 207-977,8] pg/ml auf 66,49 [IR: 36,82-135]
pg/ml relativ deutlich aber nicht signifikant. p= 0,127.
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4.2.2.6 Endothelfunktion (Flussabhangige Dilatation)
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Pra Training Post Training

Durch das Training verbesserte sich die Endotheliale Funktion der Patienten von
durchschnittlich 4,98 [IR: 3,30-6,65] % auf 10,42 [IR: 6,25-11,19] % und ist somit
signifikant besser (p= 0,0197).

56



4.2.2.7 Endothelunabhdngige GefaRdilatation
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Pra Training Post Training
Die durch Nitrogabe ausgeloste GefaBdilatation unterschied sich nach der

Trainingsphase mit 14,22 [IR: 14,19-21,99] % vs. 14,67 [IR: 11,16-15,11] % nicht,
p= 0,051.
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4.2.2.8 VO,max
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Die Verdnderung der korperlichen Belastbarkeit gemessen durch eine Anderung der
VO,;max von 18,6 [IR: 17,8-18,75] ml/min x kg auf 19,45 [IR: 16,55-22,6/] ml/min x
kg ist statistisch nicht signifikant (p= 0,375). Die durchschnittliche Zunahme
entspricht 8,5%.
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4.3 Studien an Muskelproben

4.3.1 Western Blot

Abbildung 4-1: Western Blot der Immunprézipitate gegen Myeloperoxidase. ,K" kennzeichnet die Proben aus
gesunden Probanden; ,,Hi" die der Herzinsuffizienten.

Sichtbar im Western Blot ist die schwere Unterheit der Myeloperoxidase die ein
Molekulargewicht von 59 bis 64 kDa hat. Beim Vergleich der Banden aus den

Biopsien der gesunden Kontrollen (K1 — K19) mit den Biopsien der herzinsuffizienten
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Patienten (Hi1, 2, 3, 5, 11, 14, 19, 20, 21, 22, 23) stellt sich kein Unterschied

zwischen den Gruppen dar.
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4.3.2 Immunhistochemie

Kontrolle Herzinsuffizienz vor Herzinsuffizienz nach

kdrperlichem Training kdrperlichem Training

Abbildung 4-2: Représentative Aufnahmen zur Immunrekativitit von MPO im Muskel von gesunden Probanden
und herzinsuffizienten Patienten.

Myeloperoxidase im Muskelgewebe des M. vastus lateralis der Probanden wurde mit
einem polyklonalen Antikdrper, der an einen grin fluoreszierenden Antikdrper
gekoppelt wurde, detektiert. Man erkennt die diffuse Immunreaktivitat fir das Enzym
in den Praparaten. Es ergab sich allerdings kein Unterschied zwischen Gesunden und
Herzinsuffizienten. Auch stellte sich kein Effekt durch die Trainingsintervention auf

die Immunreaktivitat von MPO im Muskel dar.
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5 Diskussion

Ziel der Studie war in erster Linie die Bedeutung von Myeloperoxidase in der
Pathogenese der Herzinsuffizienz genauer zu beleuchten. Wir wollten insbesondere
feststellen, ob kdrperliches Training, welches erwiesenermaBen die Belastbarkeit und
Endothelfunktion betroffener Patienten verbessert®! 2 >3 %, dieses méglicherweise
Uber eine Reduktion der Myeloperoxidase - Spiegel vermittelt. Da es zahlreiche
Hinweise gibt, dass die Skelettmuskulatur fir die Belastungsfahigkeit von

Herzinsuffizienten von groBer Bedeutung ist*

, sollte dieses Gewebe auch auf das
Vorhandensein von MPO untersucht werden.

Ein mdglicher Zusammenhang zwischen einer, durch die Trainingsintervention
hervorgerufenen verbesserten Belastbarkeit herzinsuffizienter Patienten und
veranderten Myeloperoxidase - Spiegel wiirde weitere Rlickschliisse auf die Rolle von
MPO bei diesem Krankheitsbild erlauben und vielleicht einen Schritt zu besseren

Behandlungsmdglichkeiten der Herzinsuffizienz machen.

Der Vergleich der Herzinsuffizienten mit gesunden Kontrollen ergab signifikant
héhere MPO Spiegel bei den Herzinsuffizienten (227,1 pmol/I vs. 385,14 pmol/I, p=
0.0039). Dies deckt sich mit Untersuchungen, die eine Korrelation zwischen
zirkulierender Myeloperoxidase und New York Health Association class (NYHA) bzw.
BNP und eine Assoziation von MPO und dem Vorhandensein einer Herzinsuffizienz
finden konnten®®. Zudem scheint MPO auch Prognosemarker fiir das Auftreten und
die Mortalitat der Herzinsuffizienz zu sein®” %8 % 100,

Die Elastase-Werte, die ebenso bei Herzinsuffizienten signifikant hdher waren (74,22
ng/ml vs 215 ng/ml, p= 0,0002), legen nahe, dass der Ursprungsort der
zirkulierenden Myeloperoxidase tatsachlich neutrophile Granulozyten sind, da MPO
dort zusammen mit Elastase in azurophilen Granula gespeichert und von diesen auch
ausgeschittet wird.

Beim Vergleich der Entziindungsmarker Interleukin 6 und hochsensitivem C-
reaktivem Protein (hs CRP) ergab sich zwar eine Tendenz zu hdheren Werten bei

Herzinsuffizienten, aber keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.
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Dies konnte der Tatsache geschuldet sein, dass die untersuchten Marker relativ
unspezifisch sind. Womdoglich hatten sich bei gréBeren Stichproben deutlichere
Unterschiede gezeigt, wie es auch andere Gruppen schon beschrieben haben'® 11,
Unsere Ergebnisse unterstitzen trotzdem die These, dass es sich bei der

Herzinsuffizenz tatsachlich um ein entziindliches Krankheitsbilde handelt.

Da MPO durch seine katalytische Aktivitat die NO vermittelte GefaBdilatation
vermindert, erwarteten wir eine schlechtere Endothelfunktion (FMD) bei
Herzinsuffizienten im Vergleich zu Gesunden. Dieser Zusammenhang ist schon gut
untersucht®® 3! und konnte von uns auch bestétigt werden: 9,68 % vs. 5,73; p=
0,0001.

Wie schon eingangs gesagt, gibt es mehrere Untersuchungen, die belegen, dass sich
die Endothelfunktion bei Herzinsuffizienz durch korperliches Training verbessern
lasst>! 52 >3 >4 Auch wir kamen zu dem gleichen Ergebnis: Die FMD stieg von 4,98 %
vor Intervention auf 10,42 % nach zwolfwdchigem Training, p= 0,0197.

Zusammen mit der schon geschilderten Erkenntnis, dass Myeloperoxidase
endotheliales NO oxidiert und inaktiviert und somit die Endothelfunktion stort,
formulierten wir die Hypothese, dass im Umkehrschluss die verbesserte FMD durch
korperliches Training mit reduzierten Myeloperoxidase Plasmaspiegeln einhergeht.
Uberraschenderweise kamen wir nicht zu diesem Ergebnis, sondern fanden im
Gegenteil tendenziell erhdhte Spiegel von MPO im Plasma (310 pmol/I vs. 295 pmol/l,
p= 0,589). Der Unterschied ist nicht signifikant, was bei der geringen Fallzahl nicht
erstaunlich ist, doch werden dadurch trotzdem neue Fragen aufgeworfen. Dieser
Befund ist zudem auffallig in Anbetracht der Tatsache, dass sich aus allen anderen
Werten, die vor und nach Intervention verglichen wurden eine (wenn auch nicht
signifikante) Tendenz zur Verbesserung zeigt: Die Konzentrationen von IL-6 und
hsCRP waren vermindert, auch beim BNP zeigte sich ein Trend zu niedrigeren Werten
nach Training, was auf eine Verbesserung der kardialen Funktion hindeutet. Die
festgestellte Verbesserung der VO;max spiegelt die erhdhte Belastbarkeit der

Patienten wider und deckt sich mit den Befunden anderer Studien®.
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Der scheinbare Widerspruch zwischen verbesserter Endothelfunktion und erhdhter
Myeloperoxidase-Konzentration konnte bedeuten, dass die Verbesserung der
GefaBfunktion Uber einen anderen Mechanismus als die Verringerung der NO-
Bioverfugbarkeit durch MPO zustande kommt. In diesem Kontext ist es interessant,
dass sich die NMD, als die medikamentds hervorgerufene GefaBdilatation durch
sublinguales Nitro-Spray, nach Intervention nicht signifikant verandert hat (14,22 vs.
14,67 %; p= 0,051). Die Diskrepanz zwischen deutlich gestiegener FMD im Vergleich
zur NMD deutet darauf hin, dass die Verbesserung der GefaBfunktion mit vermehrter
Bioverfligbarkeit von endothelial generietem NO zusammenhangt.

Es ware denkbar, dass sich die im Plasma gemessenen Myeloperoxidase - Spiegel
stark von denen im Skelettmuskel unterscheiden und sich sogar gegenlaufig
zueinander verhalten. So kdnnte das im Blut detektierte zirkulierende MPO durch das
Training aus dem Muskel freigesetzt worden sein und in Wirklichkeit mit erniedrigter
MPO-Konzentration im subendothelialen Raum der WiderstandsgefaBe der
Muskulatur einhergehen, welcher womdglich flir die Pathophysiologie der Erkrankung
wichtig ist. Passend dazu gibt es Hinweise, dass es zumindest bei Gesunden durch
korperliche Belastung zu einer Erhéhung von zirkulierenden Neutrophilen

Granulozyten und MPO im Blut kommen kann'°:.

Neben der Untersuchung der peripheren GefaBfunktion in diesem Kollektiv
herzinsuffizienter Patienten sollte dariiber hinaus auch die Deposition von MPO im
Skelettmuskel untersucht werden. Eine mogliche Theorie zur Bedeutung der durch
MPO alterierten GefaBfunktion ist, dass der Kdrper in Anbetracht des erniedrigten
Herz- Zeitvolumens, auf diesem Wege versucht die Blutversorgung der vital
wichtigen Organe, wie Herz, Gehirn und Nieren auf Kosten von vital weniger
bedeutenden Organen (in erster Linie der Skelettmuskulatur) zu gewahrleisten. Die
Skelettmuskulatur kénnte in diesem Zusammenhang auch insofern von groBer
Bedeutung sein, da sie einen groBen Teil der Masse des Kdrpers ausmacht (bei
Mannern 40 bis 50%, bei Frauen 30 bis 40% der Korpermasse) und zudem eine
hohe GefaBdichte besitzt. An diesen WiderstandsgefaBen kdnnten sich die Effekte
des MPO manifestieren und waren somit ein glnstiger Regulator des systemischen
Blutdruckes und somit der kardialen Nachlast. Um diesen Mechanismus besser

untersuchen zu koénnen wurden Skelettmuskel-Biopsien gewonnen, um zu
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untersuchen, ob in den im Muskelgewebe liegenden GefaBen der Mikrozirkulation,
bzw. genauer gesagt im subendothelialen Raum dieser GefaBe, eine Akkumulation
von MPO nachzuweisen war. Wir nahmen bei allen Studienteilnehmern zu Beginn ein
Biopsat und bei den Patienten der Interventionsgruppe auch nach dem Training eine
Probe, um diese auf Unterschiede in der myozytaren MPO Deposition untersuchen zu

kdnnen.

In den immunhistochemischen Analysen lieB sich MPO nicht zuverlassig bzw. nicht in
hoher Menge detektieren. Ebenso wenig gelang es uns, die myozytdre MPO-Fraktion
mittels Western Blot in Muskelhomogenisaten zu quantifizieren. Dies kdnnte daran
liegen, dass im Muskel keine erhéhten bzw. messbaren MPO-Depositionen vorliegen.
Nachdem sich im Western Blot nach Homogenisierung und Proteinbestimmung keine
zuverlassigen Nachweise fiir eine vermehrte Deposition von MPO erbringen lieBen,
versuchten wir durch Immunprazipitation die Muskelhomogenate aufzureinigen.
Allerdings flhrte auch das nicht zum sicheren Nachweis von MPO.

Ein Grund flir unsere Schwierigkeiten bei der Analyse der Muskelproben kdnnte die
Kontamination von Blut mit dem Muskel sein. Komplette Blutfreiheit lieB sich in den
Biopsien nicht erreichen, dies ist mdglicherweise entscheidend, da die mit isolierten
Leukozyten einen hohen Gehalt an MPO haben, der unter Umstanden deutlich héher
sein kann, als MPO im subendothelialen Raum. So koénnten Unterschiede der
Konzentration im subendothelialen Raum durch die héheren Werte der leukozytaren

MPO kompensiert werden.

Eine weitere Schwierigkeit der Studie bestand darin, dass aufgrund der strengen
Ausschlusskriterien flr die Teilnahme der Herzinsuffizienten an der Studie nur kleine
Probandenzahlen zustande kamen. Besonders hervorzuheben ist in diesem
Zusammenhang, dass keine Antikoagulanzien und Thrombozyten-
aggregationshemmer eingenommen werden durften, da diese das Blutungsrisiko bei
der Biopsieentnahmen erhoht hatten, aber wegen erhéhtem Thrombose bzw. Infarkt
Risiko auch nicht hatten pausiert werden dirfen. Somit schieden alle Patienten mit
ischamischer Genese der Herzinsuffizienz aus. Bei geforderter linksventrikuldrer
Ejektionsfraktion von unter 35% war der Anteil der verbliebenen Patienten, die

aufgrund von z.B. Vorhofflimmern oder echokardiographisch nachgewiesenem
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»Sludge™ marcumarisiert wurden, so betrachtlich, dass nur noch wenige fiir unsere
Studie in Frage kamen. Die notige Bereitschaft und Fahigkeit dazu noch ein
zwolfwochiges Training konsequent durchzuhalten verringerte die Zahl zusatzlich.
Mehrere der Patienten, die ausnahmslos in der Herzinsuffizienzambulanz des
Universitdaren Herzzentrums Hamburg rekrutiert wurden, hatten weite Anfahrtswege,
welches dann auch logistisch ein Problem war, da das Training nur unter unserer
Aufsicht auf dem Geldnde des Uniklinikums Eppendorf durchgefiihrt werden sollte.

Somit hat unsere Studie besonders im Hinblick auf den Vergleich vor vs. nach
Intervention eine geringe statistische Power, weil bei kleinen Stichproben der
Unterschied der einzelnen Parameter groB hatte sein missen um statistisch

signifikant zu werden.

5.1 Limitationen

Die von uns gezeigten Unterschiede zwischen Gesunden und Erkrankten legen den
Schluss nahe, dass es einen Zusammenhang zwischen MPO, Herzinsuffizienz und
Endothelfunktion gibt. Die Ergebnisse zeigen jedoch nur eine Korrelation, Aussagen
Uber Kausalitat sind auf deren Grundlage nicht mdglich. Obwohl es mittlerweile
zahlreiche Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen Myeloperoxidase,

Inflammation und Herzinsuffizienz gibt3! 8 83 84 8 86 &7

, ist die Frage danach, wie
genau Inflammation durch Herzinsuffizienz ausgelést wird, bzw. ob Inflammation
Herzinsuffizienz (mit-)bedingt, noch nicht geklart und bleibt Gegenstand zukiinftiger

Forschung.

Von den Patienten, die nicht an der Intervention teilnahmen, wurden keine Follow-
up— Untersuchungen durchgefiihrt; so lassen sich die Postinterventionswerte der
Patienten, die an dem Training teilnahmen, nur unter der Annahme interpretieren,
dass die einzelnen Parameter innerhalb von 3 Monaten weitestgehend konstant
bleiben. Eine mdgliche Veranderung der Spiegel im Rahmen des Progress der

Erkrankung konnte nicht berticksichtigt werden.
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5.2 Ausblick

Es erscheint sinnvoll der Fragestellung, wie weit und auf welchen Wegen
Myeloperoxidase an der Pathophysiologie der Herzinsuffizienz beteiligt ist, weiter
nachzugehen. Obwohl wir bis jetzt keine Unterschiede zwischen den Kollektiven bei
der Auswertung der Proben aus der Skelettmuskulatur feststellen konnten, erachten
wir die weitere Verfolgung dieser Fahrte als vielversprechend. Einiges spricht dafiir,
dass die peripheren Gewebe, allen voran die Muskulatur, als Schauplatz von
GefaBdysfunktion -und somit systemischer Nachlasterhéhung- und vermehrter
Entzlindungsreaktion, eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie der Herzinsuffizienz
spielen. Bessere, mdglichst nicht invasive Nachweismethoden von MPO, die
Bestimmung immobiliserter MPO in der Mikrozirkulation mittels moderner Bildgebung
und nicht zuletzt Untersuchungen zur Assoziation genetischer Determinanten flr die
MPO Expression und dessen Effekt auf die Inzidenz von Herzinsuffizienz sollten
zukiinftige Projekte sein, die Bedeutung dieses Enzyms fir die Entstehung und den

Progress der Herzinsuffizienz zu charakterisieren.
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6 Zusammenfassung

In jlngster Zeit wurde chronischer Entziindung und der damit verbundenen
Aktivierung von Leukozyten eine immer gr6Bere Rolle bei der Pathogenese kardialer
Erkrankungen beigemessen.

Myeloperoxidase, ein Protein, welches aus aktivierten neutrophilen Granulozyten
ausgeschittet wird, beeinflusst liber NO Degradation die Endothelfunktion. Seine
Bedeutung bei der koronaren Herzkrankheit ist gut untersucht. Auch konnte ein
Zusammenhang zwischen Herzinsuffizienz und Myeloperoxidase bereits bewiesen
werden.

Wir haben in dieser Studie Blut und Muskelproben von Gesunden und
Herzinsuffizienten auf Myeloperoxidase untersucht und konnten im Plasma bei
Herzinsuffizienz signifikant hohere MPO - Spiegel feststellen. Auch der Unterschied
der gemessenen Endothelfunktion in diesen beiden Gruppen war signifikant. Einen
Teil der Herzinsuffizienten haben wir einem kdérperlichen Training zugeflihrt, zum
Einen, um zu untersuchen, ob eine durch das Training vermittelte Verbesserung der
Herzinsuffizienz mit erniedrigten MPO - Spiegeln einhergeht und zum Anderen, um
die Bedeutung der Skelettmuskulatur, als mdéglicherweise wesentliches Organ der
Regulation des systemischen Widerstands, besser beleuchten zu kénnen. Anhand der
aus diesem Experiment gewonnen Daten lieB sich kein eindeutiger Einfluss von
korperlichem Training auf die Myeloperoxidase - Plasmaspiegel bzw. auf die lokale
skelettmuskulare Deposition von MPO bei Herzinsuffizienten feststellen.

Diese Arbeit kann die Frage, welche Rolle die Skelettmuskulatur bei der durch
Myeloperoxidase vermittelten Nachlasterhéhung bei Herzinsuffizienz spielt, nicht

beantworten.
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8 Abkiirzungsverzeichnis

A. Arterie

ASS Acetysalicylsaure

BNP Brain Natriuretic Peptide

cGMP Zyklisches Guanosinmonophosphat
Cl~ Chlorid-Anion

COPD Chronisch obstruktive Lungenerkrankung
CRP C-reaktives Protein

ECL Enhanced-chemiluminescence
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
ELISA Enzyme-linked immunoassay
eNOS Endotheliale NO-Synthase

FMD Fluss-abhangige Vasodilatation
GTP Guanosintriphosphat

H* Wasserstoff-Kation

H.O Wasser

H,0, Wasserstoffperoxid

HOCI Hypochlorit

hsCRP Hochsensitives C-reaktives Protein
U Internationale Einheiten

iINOS Induzierbare NO-Synthase

IL Interleukin

IR Interquartilsabstand

LV linksventrikular

LV-EF linksventrikudre Ejektionsfraktion
kgKG Kilogramm-Kdrpergewicht

KHK Koronare Herzkrankheit

MMPs Metalloproteinasen

MPO Myeloperoxidase

NMD Nitroglyzerin-abhangige Vasodilatation
NO Stickstoffmonoxid
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NO;

NO;™
NO,Tyr
NYHA

Oy
ONOO~
PMN

pNPP
RAAS

ROS

rpm
SDS-PAGE
SOD

TEE
TNF-alpha
Tris

TTE

VO,max

Stickstoffdioxid

Nitrit

Nitrotyrosin

New York Health Association
Superoxid

Peroxynitrit

Neutrophilen Granulozyten
p-Nitrophenylphosphat
Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems
Reactive Oxygen Species
Umdrehungen pro Minute
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese
Superoxiddismutase
Transdsophageale Echokardiographie
Tumornekrose Faktor- alpha
Tris(hydroxymethyl)-amniomethan
Transthorakale Echokardiographie

Maximale Sauerstoffaufnahme
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