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1. Abstract

1.1 Abstract (deutsch)

Einleitung: Myostatin ist ein 1997 erstmals beschriebenes Regulator-Protein in der
Homodostase von Muskelgewebe. An genetisch veranderten Mausen konnten ein
hemmender Einfluss von Myostatin wahrend der fetalen Skelettmuskelentwicklung
sowie eine antihypertrophe Wirkung im adulten Organismus nachgewiesen werden.
Neben den Effekten auf die Skelettmuskulatur liel} sich eine relevante Bedeutung von
Myostatin auf Fettgewebe, Insulinstoffwechsel, Brustdrisen- und Herzmuskelgewebe
erkennen. Bisheriger Hauptgegenstand der kardialen Myostatin-Forschung war die
Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion (HFrEF); hier konnte eine Erhohung
sowohl der myokardialen Myostatin-Expression als auch der vendsen Plasma-
Konzentration bei akuter und chronischer Herzinsuffizienz demonstriert werden. Ebenso
zeigten sich Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen Myostatin-Konzentration und

kardialer Kachexie.

Material und Methoden: Wir untersuchten in unserer Arbeit erstmals die Regulation von
kardialem Myostatin bei Herzinsuffizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion (HFpEF).
HierfUr entnahmen wir bei insgesamt 43 Vorhofflimmer-Patienten (davon 24 Patienten
mit HFpEF, 7 mit HFrEF und 12 Kontrollen) wahrend Pulmonalvenenisolation Proben
aus Femoralarterie, -vene und Sinus coroanrius und bestimmten mittels ELISA die
Myostatin-Konzentration. Anhand des Koronargradienten, der die Differenz aus
zeitgleich gemessener arterieller und koronarvendser Myostatin-Konzentration im
Plasma beschreibt, sind Rulckschlusse auf eine kardiale Myostatinsekretion bzw. —
absorption moglich. Weiterhin untersuchten wir einen moglichen Zusammenhang
zwischen der Plasma-Myostatin-Konzentration und der prainterventionell im Cardiac-
CT-ermittelten linksventrikularen Masse sowie der echokardiographisch bestimmten

diastolischen Funktion.

Ergebnisse: Es zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen dem Grad der
diastolischen Funktionsstorung (objektivierbar durch den echokardiographischen
Funktionsparameter E/E’) und der Myostatin-Konzentration im koronarvendsen Plasma



(p<0.001). Daruber hinaus fanden wir eine signifikante negative Korrelation zwischen
der linksventrikularen Masse und Plasma-Myostatin-Konzentration (p=0.04) in einer
Subanalyse von 28 Patienten. Ein relevanter Koronargradient und damit eine
myokardiale Netto-Sekretion bei HFpEF konnte nicht gezeigt werden.

Zusammenfassung: Wir liefern mit unseren Untersuchungen weitere Hinweise auf eine
pro-fibrotische, anti-hypertrophe Wirkweise und damit signifikante Beteiligung von
Myostatin an Remodelling-Prozessen am menschlichen Herzen.

Diese Ergebnisse sollten insbesondere in der zukdnftigen Forschung an
medikamentosen Therapieansatzen bezlglich Myostatin-Blockade bzw. -Induktion
Beachtung finden.



1.2 Abstract (english)

Introduction: Myostatin, a negative regulator of muscle tissue, was first described in
1997. In experiments with Myostatin Knock-Out-mice, the inhibitory effects of Myostatin
on fetal muscle development as well as adult muscle homeostasis were demonstrated.
Besides skeletal muscle, Myostatin was found to affect fat tissue, insulin metabolism,
mammary gland and also heart muscle. So far, the particular focus in cardiac Myostatin
research was on Heart Failure with reduced Ejection Fraction (HFrEF). Studies showed
elevated levels of circulating Myostatin and tissue expression in both acute and chronic
heart failure. Furthermore, a close relation to cardiac cachexia could be detected.

Methods: This study for the first time concentrates on patients with Heart Failure with
preserved Ejection Fraction (HFpEF). We took blood samples from femoral artery,
femoral vein and coronary sinus in 43 patients with atrial fibrillation undergoing
pulmonary vein ablation and compared circulating Myostatin levels. Of these 43
patients, 24 were diagnosed HFpEF, 7 HFrEF and 12 patients were defined as controls.
By establishing a coronary gradient - the difference between arterial and coronary sinus
levels determined at the same procedure - we aimed to detect a myocardial specific
secretion or consumption of Myostatin. Moreover, we investigated possible relations
between Myostatin plasma levels and both CT calculated LV-heart mass and diastolic

dysfunction.

Results: Indeed, we found a significant direct correlation between Myostatin levels and
E/E’ as echocardiographic marker of diastolic dysfunction (p<0.001). In a subgroup of
28 patients, Myostatin levels correlated inversely with LV mass (p=0.04).

A significant coronary gradient and associated myocardial secretion or consumption of
Myostatin could not be detected in HFpEF.

Conclusions: Our results show evidence for a pro-fibrotic and anti-hypertrophic effect of
Myostatin in myocardium. Thus, Myostatin may represent a key player in cardiac
remodelling after myocardial infarction and in heart failure.

This may be relevant in future approaches to Myostatin inhibition or induction in the

drug therapy of skeletal muscle or myocardial diseases.



2. Einleitung

2.1 Myostatin

2.1.1 Geschichte des Myostatins

Der britische Zoologe und Forscher William S. Bullough entwickelte im Jahr 1962 eine
neue Theorie physiologisch aktiver Substanzen. Er stellte nach einer Reihe von
Experimenten an epidermalen Zellen von Schweinen die Hypothese auf, dass die
Kontrolle der mitotischen Aktivitat eines jeden bekannten Gewebes einem negativen
Feedback-Mechanismus unterliegt (1). Die neu entdeckten korpereigenen Botenstoffe
nannte er Chalone. Seiner Theorie zufolge wirken die Chalone am Ort ihrer Bildung
hemmend auf die Zellteilung ein, sind nicht speziesspezifisch und von ihrer Struktur her
Proteine.

An dieser Theorie hielt Bullough fest, obwohl in der Folgezeit trotz intensiver Forschung
keine in das Schema passende Substanz eindeutig identifiziert werden konnte.

Erst 35 Jahre spater, im Jahr 1997, gelang einer Forschergruppe um Alexandra
McPherron und Si-Jin Lee an der John Hopkins Medical School an Mausen der
Nachweis eines Proteins, das als negativer Regulator der Skelettmuskelmasse die
Kriterien von Bullough weitgehend erfullt (2). Sie nannten diesen Botenstoff Myostatin.
Nachdem McPherron den Genlokus fur Myostatin eindeutig zuordnen konnte, zlchtete
sie Mause, deren Erbgut sie exakt an dieser Stelle veranderte. Das Ergebnis waren
Mause mit mehr als doppelt so stark ausgepragter Skelettmuskulatur wie bei typischen
Artgenossen und einem unterdurchschnittlichen Fettgehalt. In den folgenden Jahren
wurde die Existenz von Myostatin an Hand naturlicher Mutationen des Myostatin-Gens
in vielen weiteren Spezies nachgewiesen, darunter in so genannten Belgian Blue-
Rindern (3),(4, 5), deren auliergewohnlich ausgepragte Muskulatur in der Rinderzucht
schon seit mehreren Jahrhunderten geschatzt wird. Dartuber hinaus wurden Gendefekte
auch bei Hunden (6), Schafen (7) und 2004 erstmals bei einem Menschen festgestellt
(8). Schuelke et al. wiesen bei einem Neugeborenen, bei dem bereits bei der Geburt ein
ungewohnlich hoher Anteil an Skelettmuskelmasse bemerkt worden war, einen

homozygoten Gendefekt am Myostatin-Genlokus (MSTN) nach und lieferten damit



einen weiteren Hinweis darauf, dass die Funktion von Myostatin speziesubergreifend in
hohem Mal3e erhalten geblieben ist.

Konzentrierte sich die Forschung anfangs besonders auf den Einfluss von Myostatin auf
die Homoostase der Skelettmuskulatur, so wurde nach und nach ein Bezug zu anderen
Organsystemen und Gewebearten hergestellt. Wahrend in der Embryogenese
Myostatin ausschliel3lich in Skelettmuskelzellen nachgewiesen wird, wo es die
Differenzierung und Proliferation des Myoblasts kontrolliert (2), ist es im adulten
Organismus nicht mehr auf diese Gewebeart beschrankt. So zeigten Sharma et al. (9)
bereits 1999 an Biopsien von Schaf-, Mause- und Rinderherzen, dass Myostatin auch in
Kardiomyozyten und Purkinjefasern exprimiert wird. Auch in Fettgewebe (10) und
Brustdrise (11) konnte in der Folgezeit eine Myostatin-Expression nachgewiesen
werden, auch wenn zu den Wirkungen von Myostatin auf diese Gewebearten weiterhin
unterschiedliche Auffassungen bestehen (11, 12).

Nach neueren Erkenntnissen konnte Myostatin aullerdem eine bedeutende Rolle im
Insulinstoffwechsel spielen und dort zu einer verminderten Insulinsensitivitat und
niedrigeren Adiponectin-Ausschuttung im Fettgewebe beitragen (13).

Da sich die Wissenschaft erst seit vergleichsweise kurzer Zeit mit Myostatin beschaftigt,
sind viele Fragen bezuglich Wirkung, Wirkmechanismus und Interaktion mit anderen
Stoffen weiterhin Gebiet intensiver Forschung.

Ein Uberblick tber den bisherigen Wissensstand betreffend Struktur, Wirkmechanismus
und Wechselwirkungen wird in den nachsten Abschnitten dargestellt.

2.1.2 Synthese und Struktur

Myostatin, auch Growth Differentiation Factor-8 (GDF-8) genannt, ist Teil der
Transforming Growth Factor-beta-Superfamilie und damit strukturell mit anderen
Vertretern der Gruppe, besonders GDF-11, eng verwandt (2).

Myostatin wird als Vorlaufer-Protein synthetisiert und durchlauft letztlich drei
proteolytische Abspaltungen (2), bis es als biologisch aktive Form an seine Rezeptoren
binden kann (siehe Abbildung 1). Die erste Spaltung trennt das 24 Aminosauren lange
Signalpeptid ab, das Myostatin als sekretorisches Protein kennzeichnet. Bei der zweiten
Spaltung durch Furin wird das Peptid hinter Aminosaure 76 gespalten. Das nun
abgespaltene N-terminale Peptid besitzt groRe Bedeutung fur die ordnungsgemale



Faltung des Proteins und bleibt im Anschluss an seine Abspaltung als so genanntes
Propeptid nicht-kovalent an das C-terminale Peptid gebunden (14). In dieser Form wird
Myostatin aus der Zelle sezerniert und zirkuliert anschlieBend als latenter, biologisch
inaktiver Komplex im Organismus. Andererseits kann die zweite Spaltung auch Uber die
Bindung an Latent-TGF-R3-Binding-Protein-3 (LTPB-3) verhindert werden und Myostatin
verbleibt als Pro-Myostatin lokal in der Extrazellularmatrix (15). Um seine Wirkung auf
die Zielgewebe zu erreichen, muss das Propeptid aus dem latenten Komplex
herausgespalten werden. Dies geschieht in vivo mit Hilfe von Bone Morphogenetic
Protein (BMP)-1-Metalloproteinasen, die das nicht-kovalent gebundene Propeptid aus
dem latenten Komplex I16sen konnen und damit die aktive Form, das C-terminale Dimer,

erzeugen (16). Dieser Vorgang beschreibt die dritte Spaltung.

prepro-MSTN

N . C € "HXAN.C CC CC CC CC-COM
ilmnﬁlncutiun & cleavage
pro-MSTN
Hah=_ € € HXXA C CC CC CC CC-CO.H

; L.
processing by furin protease

Latency Associated Protein (LAP) A/ \A mature MSTN

HaM— C C__RXXR —COH HHN-T e L o CL—COH
- e e e
HeN—=__ € T SRRRe-COH  HN-CCC CC CECC—CO,H

Abbildung 1 Proteolytische Spaltung des Myostatins (17)

Das C-terminale Dimer besteht aus zwei identischen Monomeren, die uber
Disulfidbricken am C-terminalen Ende zu einem Homodimer verbunden sind, und hat
ein Molekulargewicht von insgesamt 25 kDalton (2). In einer Studie von 2009 bestatigen
Cash et al. (18), dass die beiden Monomere, die jeweils aus 109 Aminosauren
bestehen und am C-terminalen Ende durch eine fur die Transformation Growth Factor
(TGF)-beta-Familie  charakteristische  Verteilung von  neun  Cysteinresten
gekennzeichnet sind, lediglich an einem Cysteinrest kovalent miteinander verbunden
sind. Die restlichen Cysteinketten tragen, wie bereits 2004 von Lee (14) vermutet, zur
typischen Cystein-Knotenstruktur bei. Da das C-terminale Peptid der biologisch aktiven
Form des Myostatins entspricht, wird im Folgenden, wenn nicht explizit anders

postuliert, Myostatin mit dem aktiven C-terminalen Dimer gleichgesetzt.
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2.1.3 Extrazellulare Regulation

Nach dem bisherigen Kenntnisstand zirkuliert ein Grof3teil des systemischen Myostatins
in seiner gebundenen, inaktiven Form im Blut (19).

Neben dem bereits genannten Propeptid, das eine entscheidende Rolle bei der
Inaktivierung des Myostatins spielt, existieren eine Reihe weiterer Proteine, die die
aktive Form von Myostatin binden und inhibieren konnen.

Eines dieser Proteine ist Follistatin, ein Glykoprotein, das ursprunglich auf Grund seiner
Funktion, die Ausschuttung von Follikel-stimulierendem-Hormon (FSH) in der ovariellen
Follikelflussigkeit zu blockieren, entdeckt worden war (20). Follistatin bindet an
Myostatin und verhindert dadurch die Bindung von Myostatin an seinen Rezeptor. In
Experimenten an Mausen konnten Lee und Mc Pherron nachweisen, dass eine
Uberexpression von Follistatin eine massive Hypertrophie der Skelettmuskulatur
hervorruft (21). Ging man anfangs davon aus, dass dieser Effekt ausschlieRlich durch
die Inhibition der atrophen Wirkung von Myostatin zu Stande kam, so nimmt man
mittlerweile an, dass Follistatin gleichzeitig selbst intrazellulare Signalkaskaden
beeinflusst und dadurch seine hypertrophe Wirkung entfaltet (22). Da selbst bei MSTN-
/- Mausen durch Uberexpression des Follistatins noch eine weitere Muskelzunahme
beobachtet wird, geht man davon aus, dass Follistatin neben Myostatin noch weitere
Zielproteine zu inhibieren in der Lage ist, allen voran wohl Activin und verschiedene
BMPs (19).

Ein verwandtes Protein von Follistatin, follistatin-related protein (FSTL)-3 (auch
Follistatin-Like Protein-3) ist in ahnlicher Weise an Myostatin gebunden und scheint es
in einer inaktiven Form zu halten. Wahrend man die Verbindung von Myostatin und
FSTL-3 in mehreren Studien sowohl in vitro als auch in vivo nachgewiesen hat (23-25),
ist die tatsachliche Wirkung der Komplexbildung weiterhin nicht vollstandig aufgeklart.
So zeigten Mause mit einer Deletion am FSTL-3-Gen keinerlei Auffalligkeiten bezuglich
ihrer Muskelmasse (26).

Ein anderer extrazellularer Inhibitor von Myostatin ist Growth and Differentiation Factor-
Associated Serum Protein (GASP)-1. GASP-1 besitzt die Fahigkeit, neben dem C-
terminalen Peptid mit anderen Domanen auch das Propeptid zu binden. Durch die
Bindung an Myostatin verursacht GASP-1 eine deutliche Zunahme der Muskelmasse
sowie der Muskelkraft (27). Es existieren weitere bekannte extrazellulare Inhibitoren
von Myostatin, darunter bereits erwahntes LTBP-3 (15), Decorin (28), die Proteine Titin-
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Cap (29, 30) sowie human-Small-Glutamine-rich-Tetratricopeptide-repeat-containing
protein (hSGT) (28), die die Aktivierung von Myostatin Uber die Bindung an das Protein
beeinflussen.

Offensichtlich ist die extrazellulare Regulation von Myostatin ein komplexer Prozess,
der neben den hier genannten sicherlich noch von vielen weiteren Komponenten
beeinflusst wird. Eine Reihe verschiedener Mediatoren sind in der Lage, Myostatin zu
inhibieren, gleichzeitig regulieren viele von ihnen neben Myostatin noch weitere
Mitglieder der TGF-beta-Familie und konnen somit den hypertrophen Effekt auf die
Skelettmuskulatur sogar noch steigern (31). Maoglicherweise spielt die gezielte
Inhibierung bzw. Aktivierung auch eine Rolle bei der lokalen Wirkung von Myostatin im
Gegensatz zur systemischen Wirkung oder in bestimmten pathophysiolgischen
Zustanden.

Festzuhalten bleibt, dass von der genetischen Manipulation Uber die Blockade der oben
genannten naturlichen Inhibitoren bis hin zum Einbringen von anti-Myostatin-Antikorper
oder l6slichem Myostatin-Rezeptor, z.B. Activin-Rezeptor Typ 2B (ActRIIB) eine
Vielzahl von Moglichkeiten zur gezielten Regulation der Myostatinsekretion und
-aktivierung besteht. Diese Erkenntnisse sind gerade im Hinblick auf zukunftige

pharmakotherapeutische Ansatze zur Blockade von Myostatin von grofer Bedeutung.

2.1.4 Rezeptoren und Signaltransduktion

Das aktivierte Myostatin, von seinem Propeptid oder anderen Inhibitoren abgespalten,
bindet Uber Activin-Rezeptoren an seine Zielzellen.

Dies I0st eine intrazellulare Signalkaskade aus, an deren Ende eine erhOhte
Proteindegradation, eine verminderte Proteinsynthese, sowie ein Zellzyklus-Stop
stehen.

Am Beginn der Signaltransduktion stehen zwei Rezeptoren, Uber die Myostatin sein
Signal an die Zelle vermittelt. Diese membranstandigen Rezeptoren sind strukturell
Threonin-Serin-Kinasen und kénnen mutmallich weitere Mitglieder der TGF-beta-
Familie binden. Die direkte Bindung von Myostatin erfolgt am so genannten Activin-
Rezeptor Typ Il, wobei die Affinitat zum ActRIIB deutlich hoher ist gegeniber dem
Activin- Rezeptor Typ 2A (ActRIIA) (32) und erstgenannter daher von Ubergeordneter
Bedeutung ist.
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Sobald der Rezeptor durch das freie Myostatin aktiviert wurde, lagert sich ein Activin
Rezeptor Typ | (ActRI), namlich Activin-like kinase 4 und/oder 5 (ALK4/5), an. Diese
Co-Rezeptoren besitzen, im Gegensatz zu Typ |I-Rezeptoren, nahe der Kinasenregion
eine ihnen eigene GS-Domane, die nach der Kopplung der beiden Rezeptoren
phosphoryliert wird.

Im Endeffekt wird die Signaltransduktion also uber einen heterotetrameren
Rezeptorkomplex aus zwei verschiedenen homodimeren Rezeptoren eingeleitet (33).

2.1.4.1 Der Smad-Signalweg

Der aktivierte Rezeptorkomplex phosphoryliert im Folgenden seinerseits Serin-
Seitenketten der intrazellularen Proteine Smad2 und Smad3. Diese lagern sich mit dem
gemeinsamen Mediator Smad4 zusammen und bilden ein Heterodimer, das nun in den
Zellkern wandert und dort die Transkription bestimmter Zielgene aktiviert (34).

Zu den Zielgenen der Myostatin Regulation gehort unter anderem MyoD, ein
Transkriptionsfaktor, der eine entscheidende Rolle in der Differenzierung und Reparatur
von Skelettmuskelfasern spielt (35). Dabei geschieht die Herunterregulierung von MyoD
bei der Regulation durch Myostatin, anders als beispielsweise durch Tumor-Nekrose-
Faktor (TNF) alpha vermittelt, NF-kappa-B-unabhangig, wie Mc Farlane et al. 2006
zeigten (36).

Myostatin reguliert Uber die Smad-Kaskade die Expression weiterer Gene wie myf5 und
myogenin, die fur die Myogenese essentiell sind. Uber die Inhibierung von MyoD und
der eben genannten Gene hemmt Myostatin die Myogenese und verhindert die
Differenzierung von Myoblasten zu multinuklearen Muskelfasern (37).

In der Signalkette spielen weitere Smad-Proteine eine Rolle, darunter Smad6 und
Smad7. Beide wirken als partielle Agonisten am ActRI und wirken dadurch kompetitiv
hemmend auf die Uber Smad2/3 vermittelte Signaltransduktion (38). Gleichzeitig ist
Smad7 in der Lage, die Anlagerung von Smad4 an Smad2/3 zu verhindern sowie die
Gen-Expression von Myostatin zu inhibieren (39) und bedingt dadurch einen negativen
Feedback-Mechanismus in der Smad-vermittelten Signalkaskade und auRerdem in der
Gen-Expression von Myostatin.
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2.1.4.2 Der Mitogenaktivierte Proteinkinasen (MAPK)-Weg

Neben der Smad-Kaskade aktiviert Myostatin nach Bindung an seinen Rezeptor weitere
Signalwege. Einer davon beginnt mit der Aktivierung von MAP-Kinasen und fuhrt
letztlich Uber zwei verschiedene Signalwege (ahnlich wie die Smad-Signalkaskade,
aber von dieser unabhangig) zur Herunterregulation der Myogenese.

Daran scheint hauptsachlich die p38-MAPK beteiligt zu sein, die Uber eine
Signalkaskade weiterer Kinasen aktiviert wird und nach der Verlagerung in den Zellkern
durch Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren die Gen-Expression von
Myogenese-fordernden Proteinen inhibiert (40). P38 ist ein Vertreter der MAP-Kinasen
und hauptsachlich eingebunden in die Reaktion der Zelle auf externe Stimuli wie
Zytokine oder Hitzeschock. Der andere Weg fuhrt Uber die Ras/Raf/Mek1-Kaskade zur
Aktivierung von Extracellular-signal-regulated kinases (ERK)1/2 (41).

Uber die physiologische Wirkung von ERK1/2 gibt es unterschiedliche Auffassungen.
Einige Studien suggerieren eine fordernde Wirkung von ERK auf die Proteinsynthese
und Zellproliferation (42, 43), andere Studien kommen zu gegenteiligen Ergebnissen
(41, 44). Es scheint jedoch gesichert, dass eine vermehrte Aktivierung von ERK1/2
durch Myostatin zur verminderten Differenzierung von Myozyten flihrt und somit einen
ahnlichen Effekt wie die Aktivierung von p38-MAPK besitzt (41).

2.1.4.3 Blockade des Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-1)
vermittelten Muskelwachstums

IGF-1 ist ein Wachstumsfaktor, der in den meisten Korperzellen eine wichtige Rolle bei
Zellwachstum und -differenzierung spielt. So stellt IGF-1 auch in der Skelett- und
Herzmuskulatur einen bedeutenden Mediator der Muskelhypertrophie und embryonalen
Differenzierung von Myozyten dar (45, 46).

Zur Signaltransduktion von IGF-1 in der Muskelzelle bedarf es der Proteinkinase Akt,
die einen wichtigen Schnittpunkt zwischen den von Myostatin und IGF-1 vermittelten
Signalwegen darstellt. So wiesen Morissette et al. 2009 nach, dass eine
Uberexpression von Myostatin die von IGF-1 vermittelte Durchmesserzunahme von
Myotuben durch inhibierte Phosphorylierung von Akt stark vermindert (47). Akt spielt in
der Regulation der Skelettmuskelmasse eine entscheidende Rolle durch die Aktivierung

von zwei hauptsachlichen Pathways, dem Akt/Mammalian Target of Rapamycin

14



(mTOR)-Weg, der die Proteinsynthese reguliert, und der Akt/Forkhead Box O (FoxO)-
Kaskade, die Einfluss auf die Proteindegradation besitzt (48).

mTOR ist eine durch Akt regulierte Kinase, die die Transkriptionsfaktoren 4E-BP1 und
p70s6k phosphoryliert und damit die Proteinsynthese fordert (49). Der Einfluss von
Myostatin fuhrt letztlich zu einer verminderten Aktivierung von mTOR und somit einer
herunterregulierten Proteinsynthese.

Uber die Inhibition der Phosphorylierung von Akt nimmt Myostatin gleichzeitig Einfluss
auf den durch FoxO vermittelten Proteinabbau. Myostatin erhoht die Konzentration von
aktiviertem Transkriptionsfaktoren der FoxO-Gruppe im Zellkern, was zu einer
vermehrten Transkription von so genannten Atrophy-related genes (Atrogenen) fuhrt
(36). Durch die Induktion von muskelspezifischen Ubiquitin-Ligasen, wie zum Beispiel
Muscle Ring-Finger protein-1 (MuRF-1), wird das Ubiquitin-Proteasom-System aktiviert
und die Proteindegradation gefordert (50).

Im Endeffekt lasst sich festhalten, dass die Aktivierung des Myostatin-
Rezeptorkomplexes eine Reihe von unterschiedlichen Signalkaskaden auslost oder
inhibiert, deren absolute Gewichtung fur die Wirkung von Myostatin auf die Zelle noch
nicht abschlieBend geklart ist. Die Frage, in welcher Reihenfolge die unterschiedlichen
Signalwege aktiviert werden bzw. welche Wechselwirkungen untereinander bestehen,
kann noch nicht hinreichend beantwortet werden.

Es lasst sich aber sagen, dass jeder der oben besprochenen Signalwege zumindest

teilweise fur die muskelmassenregulierende Wirkung von Myostatin verantwortlich ist.

2.1.5 Wirkungen
2.1.5.1 Skelettmuskulatur

Ein Grolteil der Erkenntnisse uber die Effekte von Myostatin auf die Skelettmuskulatur,
aber auch auf andere Gewebe, wurde an Hand von Mausen gewonnen, deren
Myostatinproduktion entweder durch genetische Manipulation komplett unterbunden
oder durch Beeinflussung der Rezeptoren oder Signaltransduktion im adulten
Organismus reguliert wurde.

Wie bereits beschrieben, fuhrt der genetische Knock-Out am MSTN-Gen bei Mausen zu
einer massiven Muskelvergrofderung auf mehr als das Doppelte (5). Die erhohte
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Muskelmasse lasst sich, wie McPherron und Lee weiter beschreiben, sowohl auf
Hypertrophie als auch Hyperplasie zuruckfuhren. Shin-Ichi Chisada et al. berichten,
dass bei Myostatin-defizienten Medaka-Fischen das durch den Verlust von Myostatin
gesteigerte Muskelwachstum sowohl auf Hyperplasie als auch Hypertrophie
zuruckzufuhren ist, jedoch zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Entwicklung zuerst
Hyperplasie und spater Hypertrophie im Vordergrund steht (51).

Zusatzlich verandert sich unter Myostatineinfluss das Verhaltnis von schnellen
Muskelfasern zu langsamen Fasern hin zu den sich durch schnelle Ermudbarkeit und
hohe glykolytische Stoffwechsellage auszeichnenden schnellen Muskelfasern (52). Dies
sei laut dem Autor jedoch vornehmlich wahrend der fetalen Entwicklung der Fall, bei
adulten Organismen mit experimentell veranderten Myostatinspiegeln war die
Transformation nicht beobachtet worden.

Welchen Einfluss die vergroRerte Muskelmasse auf die absolute bzw. die spezifische
Kraftentwicklung hat, wird in mehreren Studien unterschiedlich bewertet. So fanden
Mendias et al. 2006 heraus, dass die absolute Kraft mannlicher KO-Mause um 34%
gesteigert war gegenuber Wildtyp-Mausen (53). Zwei weitere Studien bestatigen diese
These (54, 55). Auf der anderen Seite zeigen Gilson et al. 2007 in ihren Versuchen an
Mausen trotz deutlich starker ausgepragter Skelettmuskulatur in Myostatin-defizienten
Mausen keine Zunahme der absoluten Kraft und sogar eine Abnahme der spezifischen
Kraft (Maximalkraft/Muskelgewicht) um 39% gegenuber MSTN+/+ -Mausen (56).
Matsakas et al. stellen 2012 sogar eine Verminderung der absoluten Maximalkraft um
50% fest (57). Gleichzeitig unterscheiden sich die Ergebnisse in Bezug auf Geschlecht,
Alter und untersuchter Muskelgruppe der Tiere (55) .

Festzuhalten bleibt, dass die absolute Maximalkraft bei MSTN-/- -Mausen wohl gleich
bleibend oder leicht erhoht ist, die spezifische Kraft jedoch gegenuber Wildtyp-Mausen
der gleichen Art signifikant vermindert ist.

Eine andere Diskussion beschaftigt sich mit der Frage, inwieweit Myostatin die Fusion
von Satelliten-Zellen beeinflusst. Noch vor einigen Jahren fuhrte man einen GroRteil der
Muskelhypertrophie, die sich z.B. durch Blockade des ActRIIB in adulten Organismen
applizieren lief3, auf die Fusion von Muskelstammzellen, sogenannten Satellitenzellen,
zuruck (58). Mittlerweile sprechen jungere Studien eher dafur, dass Myostatin direkt auf
die Muskelfasern wirkt, indem es die Cytoplasma-zu-DNA-Ratio steigert und die
Satellitenzell-Aktivierung maximal eine untergeordnete Rolle spielt (59, 60). Dies konnte

von entscheidender Bedeutung fur die pharmakologische Therapie bestimmter
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Muskeldystrophien sein, bei denen bisher auf Grund des erhohten Verbrauchs von
Stammzellen unter Myostatin-Blockade mit einer Beschleunigung der Erkrankung in
spateren Stadien gerechnet wurde.

In diesem Zusammenhang scheint weiterhin  nennenswert, dass eine
uberdurchschnittlich gut ausgebildete Skelettmuskulatur auch ohne kuirzlich
stattgehabtes Training deutlich mehr Myostatin exprimiert als eine weniger ausgebildete
Muskulatur. Dieses Phanomen beschreiben Kim et al. erstmals 2005 und sprechen im
Folgenden vom ,Myostatin-Paradox“ (61). Sie zeigen in ihren Versuchen weiter, dass
kontinuierliches Krafttraining die Myostatin-Spiegel deutlich zu senken vermag, was u.a.
Hittel et al. 2010 bestatigen (62). Dahingegen kommen Diel et al. 2010 in ihren
Versuchen an Bodybuildern zu der Auffassung, dass weder Kraft- noch
Ausdauertraining die Myostatin-mRNA-Konzentration im Skelettmuskel signifikant
beeinflussen (63).

Wie gezeigt wurde, werden neben dem Konsens, dass Myostatin das Muskelwachstum
negativ reguliert und somit dessen Blockade zu betrachtlicher Hypertrophie fuhrt, viele
Fragen bezuglich Wirkung und Beeinflussung durch duf3ere Stimuli weiterhin kontrovers
diskutiert.

2.1.5.2 Wirkungen auf das Fettgewebe

Bereits mit der Entdeckung von Myostatin im Jahr 1997 stellten McPherron und Lee
fest, dass neben der offensichtlichen Wirkung auf die Skelettmuskulatur auch ein Effekt
der Myostatin-Blockade auf das Fettgewebe zu bestehen scheint (2). Gleichzeitig findet
sich Expression des MSTN-Gens neben dem Skelettmuskelgewebe auch in
Adipozyten, wenn auch in deutlich geringerem Ausmalf (64).

Auf das Fettgewebe hat Myostatin, im Gegensatz zum Muskel, offensichtlich einen
reziproken Effekt. So beschreiben Lee und McPherron 2002 fur 10 Monate alte
Myostatin-KO-Mause bei ahnlicher Gesamtkorpermasse eine 70-prozentige
Fettreduktion gegenuber Mausen vom Wildtyp. Dies sei auf eine Verminderung der
Adipozytenzahl sowie gleichzeitig Verkleinerung der ZellgroRe zuruckzufuhren.
Aulerdem lieen sich fur MSTN-/- -Mause auch geringere Serum-Konzentrationen von

Triglyceriden und Cholesterol feststellen (64).
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Auf der anderen Seite wurde in mehreren Studien die Assoziation von Fettleibigkeit und
erhohter Myostatin-Expression in Muskel- und Fettgewebe sowie im Serum sowohl an
Mausen als auch an Menschen nachgewiesen (10, 65).

Folglich geht eine Gewichtsreduktion mit verminderten MSTN-mRNA-Werten im
Skelettmuskel einher (66).

Guo et al. zeigten 2009, dass die veranderte Korperkomposition bei MSTN-/- -Mausen
fast ausschlielllich Uber das muskular sezernierte Myostatin beeinflusst wird,
wohingegen die selektive Inhibition der Signaltransduktion von Myostatin in Adipozyten
keine signifikanten Auswirkungen zur Folge hatte (67). Weiterhin kann man seinen
Versuchen entnehmen, dass weitere Effekte einer Myostatin-Inhibition ein verbesserter
Glukose-Metabolismus und eine erhohte Insulin-Sensitivitat darstellen. In vitro vermag
Myostatin die Adipogenese in Praadipozyten zu inhibieren (68), wohingegen es die
Adipogenese in multipotenten mesenchymalen Stammzellen positiv beeinflusst (12),
was impliziert, dass Myostatin unterschiedliche Aufgaben in Determination und
Differenzierung besitzt.

Inwieweit die Wirkungen von Myostatin auf das Fettgewebe in vivo tatsachlich durch
direkte Einwirkung auf die Adipozyten vermittelt werden oder doch eher ein Nebeneffekt
der Skelettmuskelregulation sind, ist weiterhin umstritten. Versuche, in denen eine
direkte Injektion von Myostatin vorgenommen wurde, lieferten widerspruchliche
Ergebnisse in Bezug auf die Fettmassenveranderung (69, 70).

2.1.5.3 Wirkungen auf die Herzmuskulatur

Im Gegensatz zum Fettgewebe und insbesondere gegenuber der Skelettmuskulatur ist
der Wissensstand Uber die Sekretion, Metabolisierung und Wirkung von Myostatin an
der Herzmuskulatur vergleichsweise gering.

Sharma et al. wiesen 1999 erstmals Myostatin-mRNA und -Protein-Expression am
Herzen nach (9). Dies gelang ihnen mittels Reverse-Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion (RT-PCR) an Herzen von Schafen, sowohl an fetalen als auch an
adulten Herzen, so dass sie davon ausgingen, dass kardiales Myostatin wahrend der
fetalen Entwicklung, aber auch im adulten Organismus eine Rolle spielt. Dabei zeigten
sie, dass die MSTN-Expression am Herzen hauptsachlich in Kardiomyozyten und
Purkinje-Fasern lokalisiert ist. Torrado et al. fugen 2010 in Studien an 20 Tage alten
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Ferkeln hinzu, dass die Expression im linken Ventrikel deutlich hoher ist als im rechten
(71).

Artaza et al. liefern in ihrer Studie an sieben Wochen alten MSTN-/- -Mausen Hinweise
darauf, dass kardial sezerniertes Myostatin in einer autokrinen bzw. parakrinen
Funktion auf die Kardiomyozyten einwirkt, wohingegen das hauptsachlich vom
Skelettmuskel sezernierte systemische Myostatin fur die Umbauprozesse am Herzen
eine untergeordnete Rolle spielt (72). Sie zeigen auBerdem, dass eine Uberexpression
des kardialen Myostatins zu einer verminderten linksventrikularen Masse fuhrt ohne
dabei die linksventrikulare Ejektionsfraktion zu beeinflussen. Die Reduktion der
Herzmasse beruhe, laut Artaza, in Bezug auf in vitro Versuche mit Zellkulturen am
ehesten auf einem Zellzyklus-Stop von sich replizierenden Kardiomyozyten, nicht auf
Hypertrophie oder Apoptose. Cohn et al. finden bei 24 Monate alten MSTN-/- -Mausen
keine signifikanten Unterschiede in der Herzmasse/Gesamtkorpermasse oder der
Zellgrofe von Kardiomyozyten sowie in der LVEF verglichen mit Wildtyp-Mausen (73).
Offensichtlich spielt Myostatin in der fetalen Entwicklung und frihen postnatalen Phase
physiologisch eine entscheidende Rolle bei der Regulation der Kardiomyozyten-
Hyperplasie. Mc Koy et al. demonstrieren in ihren Versuchen an Rattenherzen, dass
wahrend der prapartalen Entwicklungsphase kardiales Myostatin stark herunterreguliert
ist, am zehnten postnatalen Tag jedoch, wenn die Proliferation der Kardiomyozyten
weitestgehend abgeschlossen ist und Grolenzuwachs vor allem Uber Hypertrophie
generiert wird (74), auf das sechsfache der Norm angestiegen ist (75). Im adulten
Herzen falle der Myostatinspiegel laut Mc Koy et al. wieder ab, so dass man annehmen
konne, dass die Hauptaufgabe des kardialen Myostatin in der Begrenzung der frihen
neonatalen Hyperplasie der Kardiomyozyten besteht.

Mit zunehmendem Alter des Organismus scheint Myostatin die Herzfunktion negativ zu
beeinflussen und Fibrose am Herzen zu induzieren, da 27-30 Monate alte MSTN-/- -
Mause im Vergleich zu ihren Wildtyp-Artgenossen weniger myokardiale Fibrose,
geringere LV-Dilatation und eine bessere Herzfunktion aufweisen (76). Die verbesserte
Herzfunktion hangt laut Morissette et al. mit einer erhohten Phosphorylierung des
sarkoplasmatischen Proteins Phospholamban zusammen, das zu einer erhdhten
Calcium-Ausschuttung ins Zytosol wahrend der Systole fuhrt (77).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Myostatin (wenn auch deutlich
geringer als an der Skelettmuskulatur) am Herzen exprimiert wird und in der Lage ist, in
bestimmten Situationen Effekte auf die Herzmuskulatur sowie auf die Skelettmuskulatur
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auszuuben. Inwieweit das kardiale Myostatin allerdings zum systemischen Myostatin-
Spiegel beitragt, ob systemisches Myostatin am Herzen metabolisiert wird und welchen
Zusammenhang die Myostatin-Konzentration im Serum und die MSTN-Expression im
Herzmuskel bei pathologischen Zustanden des Herzens haben, ist weiterhin ungeklart
bzw. bedarf ausfuhrlicher weiterer Studien. Ansatze zu diesem Thema werden in

Kapitel 2.3 wieder aufgegriffen.

2.1.5.4 Lokal vs. systemisch

Da in den vorhergehenden Kapiteln bereits angeklungen ist, dass Myostatin seine
Wirkung im Sinne eines Hormons sowohl autokrin als auch endokrin entfalten kann, soll
dieses kurze Kapitel einen Uberblick Uber den Zusammenhang von lokaler gegeniiber
systemischer Wirkung geben.

Laut Breitbart et al. existieren zumindest in Saugetieren zwei verschiedene Reservoire
von Myostatin (76), die sich in der Art ihrer Aktivierung voneinander unterscheiden. Der
systemische Pool speist sich zum Grol3teil aus Myostatin, das aus dem Skelettmuskel
sezerniert wird, zu geringeren Teilen aber auch aus myokardial produziertem und
sezerniertem Myostatin (78). Das kardiale Myostatin spielt im gesunden Organismus
nur eine untergeordnete Rolle, gewinnt jedoch bei erhOhtem kardialen Stress an
Bedeutung und beeinflusst nach Ausschuttung in die Zirkulation im pathologischen
Zustand des Herzens die Regulation der Skelettmuskulatur in hohem Mal3e (76). Lokal
wird dem myokardial gebildeten Myostatin eine antihypertrophe, profibrotische Wirkung
zugeschrieben, die es jedoch nur auf spezielle Stimuli oder einen pathologischen
Zustand des Herzens hin entfaltet. Dies wird in Kapitel 2.3 noch genauer erlautert und
soll an dieser Stelle nur kurz Erwahnung finden.

Ob auch im Fettgewebe produziertes Myostatin zum Serum-Spiegel beitragt, ist bislang
nicht ausreichend geklart.

Der Groldteil des im Skelettmuskel hergestellten Myostatins wird nicht in den
systemischen Kreislauf sezerniert, sondern wird lokal in der extrazellularen Matrix des
Muskels in direkter Umgebung der Myozyten gebunden (15). Dieses lokal wirksame
Myostatin tragt hauptsachlich zur Regulation der Skelettmuskelmasse bei. Dass auch
das systemische Myostatin trotz quantitativ geringerem Vorkommen Einfluss auf die
Skelettmuskelmasse haben kann, liegt an dem schnelleren Aktivierungsmechanismus
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(76). Das im Serum zirkulierende Myostatin wurde am Ort seiner Bildung bereits von
Furinkonvertasen gespalten und zirkuliert im Serum im latenten Komplex (25). Es
bendtigt zur Umwandlung in seine bioaktive Form lediglich eine weitere Spaltung durch
BMP-1-Metalloproteinasen. Dahingegen liegt das lokal gebundene Myostatin im
Skelettmuskel als Pro-Myostatin vor und bendtigt fur die Umwandlung in seine aktive
Form zwei weitere Spaltungen.

Zusammenfassend wirkt Myostatin hauptsachlich am Ort seiner Bildung, namlich am
Skelettmuskel. Darlber hinaus jedoch kann es von verschiedenen Geweben auch in
die Zirkulation sezerniert werden und als systemisches Myostatin den lokalen Pool im
Skelettmuskel umgehen bzw. vielleicht auch an anderen Geweben, z.B. am Herzen

seine Wirkung entfalten.

2.2 Herzinsuffizienz

Um die Patienten unserer Studienpopulation nach wissenschaftlichen Gesichtspunkten
eindeutig in Gruppen einteilen zu konnen, ist eine saubere Definition der
Begrifflichkeiten unerlasslich.

Dabei muss die diastolische Herzinsuffizienz inklusive einem ihrer Definitionsmerkmale
- der diastolischen Dysfunktion - klar von der systolischen Herzinsuffizienz abgegrenzt
werden.

Auch wenn die Konsequenzen einer Trennung beider Herzinsuffizienzformen nach
heutigem Forschungsstand kontrovers diskutiert werden, unterscheiden sich Therapie
und Prognose nach wie vor erheblich. Weiterhin konnen fur unsere Betrachtungen auch
die morphologischen Unterschiede und histologische Kriterien in Bezug auf die Wirkung

von Myostatin am Herzen von Bedeutung sein.

2.2.1 Diastolische Herzinsuffizienz

Dougherty et al. gehorten 1984 zu den ersten, die beschrieben, dass auch Patienten
mit erhaltener systolischer Pumpfunktion klinische Zeichen einer Herzinsuffizienz wie
pulmonale und periphere Odeme oder Dyspnoe aufweisen kdnnen. Man nahm damals
an, dass etwa ein Drittel der herzinsuffizienten Patienten an diastolischer
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Herzinsuffizienz (DHF) leidet und deren Verlauf und Prognose deutlich gunstiger zu
beurteilen seien (79).

Mittlerweile geht man davon aus, dass etwa bei der Halfte aller klinisch relevanten
Herzinsuffizienz-Patienten eine nur moderat oder gar nicht verminderte LVEF besteht
(80) und die Prognose der Erkrankung ahnlich ungunstig ist wie bei der systolischen
Herzinsuffizienz (SHF).

Der Terminus ,diastolische Insuffizienz’ entstand daher, dass im Gegensatz zur
augenscheinlichen LVEF-Reduktion bei der systolischen Insuffizienz bei der DHF
pathophysiologisch die diastolische Fullungsphase beeintrachtigt ist. So definiert sich
die DHF neben dem Auftreten klinischer Herzinsuffizienz-Symptome und einer
normalen LVEF Uber die linksventrikulare diastolische Funktionsstorung im Sinne einer
eingeschrankten LV-Relaxation und verminderten Compliance des linken Ventrikels.
Diese Dysfunktionen sind jedoch kein reines Merkmal der diastolischen
Herzinsuffizienz, sondern konnen im Gegenteil auch bei der SHF vorkommen und zu
einer deutlichen Prognoseverschlechterung fuhren. Daher spricht man aktuell lieber von
einer Herzinsuffizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion (engl.: Heart Failure with
preserved ejection fraction/HFpEF). Im Gegensatz dazu steht die Herzinsuffizienz mit
reduzierter Ejektionsfraktion (HFrEF), die in der Herzinsuffizienz-Forschung mittlerweile
die Ausdrucksweise ,Systolische Herzinsuffizienz’ ersetzt hat. In dieser Arbeit wird
fortan die aktuelle Terminologie verwendet.

Offensichtlich spielen auch Patientencharakteristika wie Alter, Geschlecht und Body
Mass Index eine Rolle bei der Entstehung von HFpEF im Gegensatz zu HFrEF.
Patienten mit diastolischer Funktionsstorung sind tendenziell eher Frauen (81), im
Schnitt etwa drei Jahre alter und signifikant ofter Ubergewichtig (80). So legen mit der
PARAMOUNT-Studie einhergehende Daten nahe, dass Frauen unabhangig von Alter
und Komorbiditaten eine signifikant schlechtere linksventrikulare diastolische Funktion
im Sinne einer erhohten E/E’-Ratio sowie eine verminderte LV-Relaxation aufwiesen
(82).

Um eine HFpEF zu diagnostizieren, mussen folgende drei Kriterien erfullt sein:

1. Klinische Zeichen oder Symptome einer Herzinsuffizienz

2. Eine normale oder nur moderat eingeschrankte LVEF
3. Vorliegen einer diastolischen Dysfunktion
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Untersuchungsbefunde bzw. Symptome der HFpEF stellen unter anderem
Lungen6deme, Beinddeme, Hepatomegalie, vermehrte Mudigkeit, Leistungsminderung,
Belastungsdyspnoe, gestaute Halsvenen, Veranderungen im Thorax-Rontgen dar. Die
Grenze einer eingeschrankten LVEF wird von den meisten Untersuchern und
Fachgremien mit <560% angegeben (83, 84).

Etwas weniger eindeutig als die beiden ersten Kriterien ist die Definition der
diastolischen Dysfunktion.

Zur vereinheitlichten Diagnostik wurde hierzu 2007 von Paulus et al. ein Consensus
Statement herausgegeben, das Richtlinien fur die echokardiographische, klinisch-
chemische Einteilung der HFpEF darstellt und auf die sich in dieser Arbeit bezogen

wird.

2.2.1.1 Diastolische Dysfunktion

Wie bereits angedeutet, ist die diastolische Dysfunktion gekennzeichnet durch eine
frhdiastolische Relaxations- und Fullungsstorung sowie eine verminderte Dehnbarkeit
bei zunehmender Steifigkeit des linken Ventrikels. Die eingeschrankte Funktion des
linken Ventrikels wahrend der Diastole fuhrt pathophysiologisch zu einem erhohten
linksventrikularen enddiastolischen Druck. In der Folge entwickelt sich ein zu hoher
atrialer bzw. pulmonalkapillarer Druck und es resultieren die bereits oben
beschriebenen klinischen Symptome der HFpEF. Die diastolische Dysfunktion korreliert
in den meisten Fallen mit einer Reihe von Risikofaktoren, darunter Alter, weibliches
Geschlecht, Adipositas, koronare Herzerkrankung, arterielle Hypertonie, Diabetes
mellitus und LV-Hypertrophie (83). In Abwesenheit genannter Faktoren ist die
Entwicklung einer diastolischen Dysfunktion eher ungewohnlich (85). Myokardiale
Fibrose ist eine der Hauptdeterminanten in der Pathogenese der Diastolischen
Dysfunktion. Bislang existiert keine mortalitatssenkende medikamentose Therapie zur
Behandlung der HFpEF.

Vasan et al. erkannten und benannten bereits im Jahr 2000 die Problematik im
klinischen Alltag das Krankheitsbild der diastolischen Insuffizienz zu detektieren (84).
Im Vergleich zur relativ einfach zu bestimmenden LVEF erwies sich die Diagnostik der
diastolischen Dysfunktion als aufwendig und vielerorts uneinheitlich. Daher sprach er
sich fur einheitliche Standards und klare Diagnosekriterien aus. Damals erlaubte
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letztlich nur der Einsatz einer Herzkatheteruntersuchung mit Druckmessungen im linken
Ventrikel die endgultige Diagnose einer HFpEF. Nach wie vor liefert diese Methode
endgultige Sicherheit Uber das Vorliegen einer linksventrikularen Fuallungs- bzw.
Relaxationsstorung. Daruber hinaus existieren heutzutage jedoch weitere nicht-invasive
Moglichkeiten eine diastolische Dysfunktion zu diagnostizieren, die fur den Patienten
deutlich weniger belastend und in ihrer diagnostischen Wertigkeit kaum unterlegen sind.
Allen voran ist hierbei die Echokardiographie zu nennen.

Im Einzelnen kommen folgende echokardiographische Untersuchungstechniken zum
Einsatz:

Die Mitral-Dopplerfluss-Messung stellt vor allem das Verhaltnis vom fruhen, passiven
Blutstrom von Atrium zu Ventrikel im Vergleich zur spatdiastolischen aktiven Fullung dar
(E/A). Bei normaler diastolischer Funktion sollte der Quotient von E/A positiv sein, bei
gestorter Funktion negativ, wobei zu beachten ist, dass der Gradient bei langerfristiger
Funktionsstorung Uber eine Erhdhung des atrialen Drucks wieder pseudonormalisiert
sein kann. Nachteil ist die geringe Spezifitat.

Die Fabdoppler-M-Mode-Echokardiographie erlaubt dabei Uber die Messung der
Einflussgeschwindigkeit in den LV eine bessere Unterscheidung zwischen normalem
und pseudonormalem Quotienten. Bei erniedrigter Flussgeschwindigkeit ist von einer
gestorten diastolischen Funktion auszugehen.

Mit der Gewebedoppler-Methode scheint die exakteste echokardiographische
Bestimmung der linksventrikularen Fullungsdriucke moglich zu sein (86),(87),(88). Dabei
werden  Uber den  Quotienten E/E’ die fruhdiastolische transmitrale
Fullungsgeschwindigkeit und die frihdiastolische Mitralanulusgeschwindigkeit ins
Verhaltnis gesetzt.

Liegt der Gradient E/E’ Uber 15, spricht dies mit einer hohen Spezifitat fir das Vorliegen
eines erhohten mittleren linksventrikularen diastolischen Fillungsdrucks (M-LVDP) und
damit einer diastolischen Funktionsstorung. Ist der Gradient kleiner acht, kann eine
diastolische Dysfunktion mit einem negativen pradiktiven Wert von 97%
ausgeschlossen werden (86).

Einen weiteren Baustein zur Diagnostik der diastolischen Dysfunktion stellt das B-Typ
natriuretische Peptid (BNP) bzw. dessen biologisch inaktives Fragment NT-ProBNP
dar.
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Die Ausschuttung von NT-ProBNP ist beim herzinsuffizienten Patienten eine Antwort
auf erhohte Wandspannung und wirkt Uber eine verstarkte Natriurese, Vasodilatation
und verbesserte LV-Relaxation.

Anders als die echokardiographischen Parameter unterliegt dieser Laborwert nicht der
Subijektivitat des Untersuchers und verfugt gleichzeitig Uber einen sehr hohen negativen
pradiktiven Wert (89). Damit stellt es einen hervorragenden Parameter zum Ausschluss
einer HFpEF bei Patienten mit nicht kardial verursachter Dyspnoe dar und detektiert
zuverlassig eine symptomatische diastolische Dysfunktion. Es eignet sich als isolierter
Marker fur eine diastolische Dysfunktion ohne klinische Symptomatik jedoch nur bedingt
(83). Wie Dokainish et al. 2004 beschreiben, scheint die Echokardiographie mit dem
Quotienten E/E’ eine, wenn auch nur marginal erhdhte, Aussagekraft fur die Diagnose
der diastolischen Dysfunktion zu besitzen (90).

Neben der Echokardiographie und der klinischen Chemie bringt die Katheterisierung
des Herzens den direktesten Beweis einer diastolischen Dysfunktion. Wie in der
Publikation der European Study Group on Diastolic Heart Failure aus dem Jahr 1998
vorgeschlagen, existieren hamodynamische Kriterien, die eine diastolische Dysfunktion
bestatigen (91). Uberschreitet der linksventrikulare enddiastolische Druck (LVEDP) 16
mmHg oder der mittlere pulmonalkapillare Verschlussdruck (mPCW) 12 mmHg, gilt eine
diastolische Dysfunktion bei gleichzeitig normalem linksventrikularen, enddiastolischen
Volumenindex (LVEDVI) als erwiesen.

Gleichzeitig gilt auch eine verlangsamte LV-Relaxation (definiert Uber die diastolische
Relaxationskonstante 1>48ms) bzw. eine erhohte Steifigkeit des linken Ventrikels als
wegweisend. Einen schematischen Uberblick inklusive chronologischem Leitfaden Uber
die beschriebenen Diagnosekriterien gibt Abbildung 2.
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I How to diagnose HFNEF l

| Symptoms or signs of heart failure |

'

Normal or mildly reduced left ventricular systolic function
LVEF > 50%

and
LVEDVI < 97 mL/m?

'

Evidence of abnormal LV relaxation, filling, diastolic
distensibility, and diastolic stiffness

e

Invasive Haemodynamic measurements I Biomarkers
mPCW > 12 mmHg EIE'>15 ; 15> EIE’ >8 NT-proBNP > 220 pg/ml
or or
LVEDP >016 mmHg BNP >200 pg/mL
7>48ms / \
or
b>0.27 Biomarkers Echo — bloodflow Doppler D
NT-proBNP > 220 pg/mL A.g,< 0.5 and DT Lsoy> 280 ms EIE'>8

or

BNP >200 pg/mL AlgS Ad =00

LAVI > 40 mL/m?
or
LVMI >122 g/m? (9Q); >149 g/m? ()
or
Atrial fibrillation

Abbildung 2 Diagnose der Herzinsuffizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion (83)

2.2.1.2 Linksventrikuldre Hypertrophie (LVH)

Linksventrikulare Hypertrophie beschreibt die physiologische oder pathologische
Anpassung der linken Herzkammer an erhohte Druck- und/oder Volumenverhaltnisse.
Dies kann extrinsisch (arterielle Hypertonie, Aortenstenose, Ischamie) oder intrinsisch
(z.B. hypertrophe Kardiomyopathie) bedingt sein. Dabei zeigt sich ultrastrukturell eine
Hypertrophie der einzelnen Myozyten, wohingegen eine relevante Zunahme der
Zellzahl ausbleibt. Neben den Veranderungen in den Myozyten lassen sich in der
Pathophysiologie = der  Linksherzhypertrophie auch  Anpassungen in der
Extrazellularmatrix und den Koronargefal3en im Sinne einer myokardialen Fibrose bzw.
vaskularen Sklerose feststellen.

Im Gegensatz dazu geht die physiologische LVH bei Sportlern mit einer prinzipiell
die Extrazellularmatrix bleibt

nicht. Die

reversiblen Hypertrophie der Myozyten einher,

unverandert, myokardiale Fibrose entsteht Komposition  des

Herzmuskelgewebes bleibt grof3tenteils erhalten (92).
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Daher ist bei Sportlern, anders als bei Hypertonikern, die kardiale Hypertrophie nicht mit
einer diastolischen Dysfunktion assoziiert (93).

Gleichzeitig stellt die LVH einen wichtigen prognostischen Marker fur Herzinsuffizienz
und insgesamt kardiovaskular bedingte Mortalitat dar (94). Es konnte gezeigt werden,
dass LVH ein unabhangiger Risikofaktor fur Koronare Herzerkrankung, plotzlichen
Herztod, Herzinsuffizienz und Schlaganfall ist (95-97).

Linksventrikulare Hypertrophie ist keine obligatorische Komponente der diastolischen
Dysfunktion, kann aber Teil des Pathomechanismus sein (98).

Man konnte annehmen, dass die Myostatin-Spiegel bei diesen Patienten auf Grund der
antihypertrophen Wirkung von Myostatin erniedrigt seien. Entgegen der intuitiven
Vermutung sind sie bei Versuchstieren mit ausgepragter kardialer bzw.
skelettmuskularer Hypertrophie allerdings deutlich erhoht, wohingegen Sport und
korperliche Betatigung die Myostatin-Ausschittung bei chronisch herzinsuffizienten

Patienten zu senken vermag (99).

2.2.2 Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion

Die WHO definiert seit 1995 Herzinsuffizienz als die Unfahigkeit des Herzens, den
Organismus mit ausreichend Blut und damit mit gentgend Sauerstoff zu versorgen um
den Stoffwechsel unter Ruhe- wie unter Belastungsbedingungen zu gewahrleisten.
Klinisch liegt eine Herzinsuffizienz vor, wenn typische Symptome (Dyspnoe,
Kndchelddeme, Fatigue) und Zeichen (erhohter Jugularvenendruck, Rasselgerausche
uber der Lunge, Verlagerung des Herzspitzenstof3es) auf dem Boden einer kardialen
Erkrankung bestehen.

Im Gegensatz zur bereits besprochenen HFpEF besteht das Problem der HFrEF in
einer Kontraktionsschwache des linken Ventrikels wahrend der Systole. Dadurch ist
das Schlagvolumen vermindert und die LVEF eingeschrankt.

Da auch bei der Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion eine oftmals
vorausgehende diastolische Funktionsschwache des linken Ventrikels begleitend
vorliegen kann, wird dieser Terminus dem Ausdruck ,Systolische Herzinsuffizienz’
mittlerweile bevorzugt.

Die Prognose der chronischen Herzinsuffizienz ist weiterhin auf3erordentlich schlecht.
So ist die mittlere Uberlebensdauer von Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz
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heutzutage niedriger als die der meisten Karzinome (100). Umso entscheidender ist ein
besseres Verstandnis der pathophysiologischen Zusammenhange Uuber die
Entstehungsmechanismen der Herzinsuffizienz. Neben anderen neurohormonalen
Faktoren scheint auch Myostatin eine Rolle bei der Entstehung der Herzinsuffizienz zu
spielen. Besonders im Hinblick auf den mitunter drastischen Verlust an
Skelettmuskelmasse, auch kardiale Kachexie genannt, muss das Ausmal} der
Beeinflussung durch Myostatin naher untersucht werden.

2.2.2.1 Kardiale Kachexie

Kachexie bzw. der krankhafte, ungewollte Abbau von Korpermasse sind bei einer
Vielzahl von chronischen Erkrankungen im Endstadium zu beobachten. Dazu zahlen
unter anderem tumordse Erkrankungen, AIDS, chronische Lungenerkrankungen und
die Herzinsuffizienz.

Im Zusammenhang mit letzterer spricht man auch vom Symptom der kardialen
Kachexie. Eine einheitliche Definition dessen ist bis heute nicht gelungen. Anker et al.
definierten kardiale Kachexie 2003 als die nicht Odematose Abnahme des
Gesamtkorpergewichts von >6% Uber einen Zeitraum von sechs Monaten (101). Dies
ist bis heute die gangigste Methode um kardiale Kachexie zu definieren. Leicht
modifiziert wurde diese Definition wahrend der Cachexia Concensus Conference von
2006. Hier sprach man sich dafur aus, Kachexie als metabolische Dekompensation mit
Gewichtsabnahme von 5% uber zwolf Monate oder weniger in Patienten mit
chronischer Erkrankung anzusehen und zusatzlich klinische und Laborparameter mit
einzubeziehen (102).

Allgemeine Ubereinstimmung gibt es dariiber, kardiale Kachexie als eigenstandigen
Risikofaktor fur Mortalitat bei Patienten mit Herzinsuffizienz zu betrachten. Zu dem
Zeitpunkt, an dem kardiale Kachexie bei einem herzinsuffizienten Patienten
diagnostiziert wird, verringert sich die Uberlebenswahrscheinlichkeit drastisch. So
betragt die Mortalitdt Uber 18 Monate bei Patienten mit kardialer Kachexie 50% im
Vergleich zu nichtkachektischen Herzinsuffizienz-Patienten mit 17% (103).

Neben dem drastischen Verlust an Skelettmuskelmasse sind auch das Fett- und
Knochengewebe vom Abbau betroffen (104). Die Pravalenz der kardialen Kachexie
betragt circa 15 Prozent und bis zu zwei Drittel der herzinsuffizienten Patienten
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entwickeln im Laufe ihrer Erkrankung ein als Wasting bezeichnetes Phanomen, bei dem
eine Abnahme der Extremitatenmuskulatur ohne Abnahme an Gesamtkorpergewicht
einhergeht, wie Mancini et al. 1992 publizierten (105).

Die pathophysiologischen Zusammenhange der kardialen Kachexie sind bislang nicht
endgultig verstanden. Eine ausfuhrliche Besprechung dieser ist im Rahmen dieser
Arbeit nicht von Bedeutung. Dennoch ist es wichtig zu erwahnen, dass nach aktuellem
Forschungsstand veranderte Konzentrationen von Hormonen bzw. Zytokinen
beobachtet werden, die am Entstehen der kardialen Kachexie in unterschiedlichem
Male beteiligt sind.

So werden bei chronisch herzinsuffizienten Patienten erhohte Spiegel von Adrenalin
und Noradrenalin beobachtet (106). Auch Cortisol als kataboles Hormon ist im Rahmen
der kardialen Kachexie erhoht, wohingegen sein anabolischer Gegenspieler
Dehydroepiandrosteron (DEAH) im Serum vermindert ist (106). Resistenzen gegenuber
Wachstumshormon (107), abnormale Aldosteron-Konzentrationen (106) und erhohte
Angiotensin 1I-Spiegel (108) sind beschrieben in Patienten mit fortgeschrittener
Herzinsuffizienz und kardialer Kachexie. Gleichzeitig scheinen die Zytokine TNF-alpha,
Interleukin-1 und 6 eine Rolle in der Entstehung der kardialen Kachexie zu spielen
(106). Besonders TNF-alpha werden verschiedenste Pathomechanismen wie die
Apoptose-Induktion (109), die Beeintrachtigung der endothelialen Funktion (110) oder
die Steigerung des Sattigungshormons Leptin (111) zugeschrieben, welches eine
rasche Gewichtsabnahme fordert.

Neben den eben beschriebenen Botenstoffen gibt es Hinweise darauf, dass auch
Myostatin eine bedeutende Rolle bei der Abnahme der Muskulatur im Rahmen der
kardialen Kachexie spielt (78).

2.3. Myostatin am pathologischen Herzen

Unter physiologischen Bedingungen spielt Myostatin am adulten Herzen eine
untergeordnete Rolle. Zwar wiesen Sharma et al. 1999 erstmals eine Myostatin-
Expression an Purkinje-Fasern des Schafes nach und lieferten damit den Beweis, dass
neben dem Skelettmuskel und dem Fettgewebe auch das Herz in den Myostatin-
Metabolismus eingebunden ist (9). Dennoch hat das kardial produzierte Myostatin am
gesunden adulten Herzen offenbar nur geringen Einfluss auf das Wachstum bzw. die

29



Wachstumshemmung der Skelettmuskulatur (78) und tragt nur zu einem sehr geringen
Prozentsatz zu systemischen Myostatin-Spiegeln bei (76).

Neben dem adulten, gesunden Organismus ohne chronische oder akute Belastung des
Herzens existieren eine Reihe von pathologischen Zustanden, bei denen das kardial
produzierte Myostatin in den Mittelpunkt der Betrachtung ruckt. Erst auf bestimmte
Reize hin scheint sich die kardiale MSTN-Expression und -Sekretion signifikant zu
verandern. Welche Reize im Einzelnen verantwortlich sind bzw. in welcher Weise die
Myostatin-Produktion bzw. -Metabolisierung am Herzen beeinflusst wird, soll im
Folgenden beleuchtet werden.

Wie bereits erwahnt, beschaftigten sich Sharma et al. 1999 erstmals mit der Bedeutung
von Myostatin am Herzen. Sie untersuchten die MSTN-Expression an Schafsherzen
und induzierten dafur ST-Hebungsinfarkte im Ventrikel-Myokard. Beobachtet werden
konnte die erhohte Expression von MSTN in den periinfarzierten Kardiomyozyten,
wohingegen die Expression im gesunden Gewebe und direkt im Infarktgebiet auf
Kontroll-Niveau blieb (9). Damit in Einklang steht die Studie von Lenk et al., die durch
eine Ligatur des Ramus interventricularis anterior eine ischamische Kardiomyopathie an
Mausen induzierten und acht Wochen spater vierfach erhohte kardiale Protein-
Expression von Myostatin registrierten (99). Im Gegensatz dazu ist in dieser Studie die
MRNA-Expression weder am Herzen noch am Skelettmuskel signifikant gesteigert, was
Fragen uber die Herkunft des Myostatins aufwirft. Anhand dieser Ergebnisse folgerten
die Arbeitsgruppen, dass Myostatin in gewisser Weise an Remodelling-Prozessen am
Herzen beteiligt sein muss.

In den vergangenen Jahren intensivierte sich die Forschung zur Rolle von Myostatin bei
Herzinsuffizienz bzw. chronischer Druck-/Volumenbelastung des Herzens.

In vitro-Experimente unter anderem von Shyu 2005 zeigen, dass periodische Dehnung
(cyclic stretching) der Kardiomyozyten zu einer vermehrten Myostatin-Ausschuttung
flhrt (112).

Auf diesen Beobachtungen aufbauend, entwarfen sie durch aorto-cavales Shunting bei
Ratten ein Modell der erhdhten Druck-/Volumen-Belastung des Herzens und erzeugten
somit eine periodische Dehnung in vivo. Vier Wochen nach Anlage des Shunts
beobachteten sie eine signifikant erhohte Myostatin-mRNA-Expression im
Ventrikelmyokard (113).

Daruber hinaus kann die Myostatin-Expression in vitro auch durch humorale Stimulation
beeinflusst werden. Mehrere Autoren beschreiben einen engen Zusammenhang der
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Myostatin-Expression mit der Sekretion von IGF-1 im Sinne eines negativen Feedback-
Mechanismus (112, 114, 115). In der Zwischenzeit konnten weitere Stimulantien
ausgemacht werden, darunter Angiotensin Il (116), TNF-alpha (99), Urotensin und
Urocortin (117).

Auch die Stimulation von Kardiomyozyten durch eine Phenylephrin-Injektion fuhrt zur
erhohten MSTN-Expression in vitro. Morissette et al. zeigten, dass Myostatin die
Phenylephrin-vermittelte Hypertrophie in primaren Kardiomyozyten uber eine Hemmung
von Akt inhibiert (46).

Diese in-vitro-Ergebnisse replizierten sie in der Folge auch in vivo, indem sie eine
erhohte Akt-Aktivierung und myokardiale Hypertrophie in Folge einer Phenylephrin-
Injektion bei MSTN-KO-Mausen im Vergleich zu Kontrollen demonstrierten. Diese
Versuche legen zudem die Vermutung nahe, dass Myostatin nicht nur das
Skelettmuskelwachstum, sondern auch das Herzmuskelwachstum reguliert.
Interessanterweise war diese Beobachtung geschlechtsspezifisch. So erhohte sich das
Herzgewicht bei mannlichen MSTN KO-Mausen Stimulus-spezifisch signifikant,
wahrend das der weiblichen Mause unverandert blieb (46). Versuche an transgenen
Mausen zeigen, dass die Gesamtmasse des Herzens sowie die linksventrikulare Masse
bei Uberexpression von kardialem Myostatin vermindert sind, ohne dass die LVEF
davon beeinflusst wird (72).

Wie bereits erwahnt, zeigen auch Lenk et al. 2009 einen Anstieg der Proteinexpression
im Skelettmuskel (2,4-fach) und sogar noch starker im Herzmuskel (4-fach) auf eine
induzierte kardiale Ischamie hin. Die erhohte Expression konnte durch korperliche
Betatigung innerhalb von 4 Wochen wieder auf das Ausgangsniveau gesenkt werden
(99).

Mit der MSTN-Expression in Herz- und Skelettmuskel bzw. der Frage nach der Herkunft
von systemischem Myostatin beschaftigen sich auch Heineke und Kollegen.

Sie zeigten an Mausen mit herzspezifischer Deletion des MSTN-Gens, dass nach
induzierter Druck-Volumen-Belastung durch TAC (Transverse Aortic Constriction) der
Myostatin-Plasmaspiegel gleich bleibt, wohingegen sie bei Artgenossen vom Wildtyp
ohne herzspezifische Deletion einen 3-4-fachen Anstieg der Plasmakonzentration von
Myostatin feststellten (78). Der erhohte Plasmaspiegel wiederum fuhrt zu einer
deutlichen Reduktion der Skelettmuskelmasse sowie zusatzlich zu einer geringeren,
aber dennoch signifikanten Abnahme der Herzmasse. Damit messen sie dem Herzen

eine bedeutende Rolle als endokrin aktives Organ in der Pathophysiologie der
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Herzinsuffizienz bzw. der kardialen Kachexie bei. Sie zeigen weiterhin, dass der Verlust
an Muskelmasse als Resultat der Herzinsuffizienz durch die systemische Gabe eines
Myostatin inhibierenden Antikorpers (JA-16) gemindert werden kann. In Abwesenheit
einer Pathologie am Herzen hat das von den Kardiomyozyten produzierte Myostatin
keinen Einfluss auf den Plasmaspiegel oder das GroRenwachstum der
Skelettmuskulatur (78).
Um herauszufinden, ob sich dieser Sachverhalt auch auf den Menschen Ubertragen
lasst, untersuchten George et al. 2010 Herzen von Patienten mit
transplantationsbedurftiger Herzinsuffizienz wahrend einer Left Ventricular Assist
Device (LVAD)-Implantation und verglichen diese mit gesunden Herzen von
Organspendern, die nicht rechtzeitig zur Transplantation zugeteilt werden konnten.
Dabei zeigten sich mittels Western Blot-Analyse signifikant erhohte Propeptid-Spiegel
bei Patienten mit dilatativer und ischamischer Kardiomyopathie (DCM/ICM) vor LVAD-
Implantation (115) als Zeichen erhdhter Myostatin-Aktivierung im Myokard. AuRerdem
wiesen sie in Serum-Proben eine um ca. 40% erhohte Konzentration von Myostatin im
latenten Komplex im Vergleich zu herzgesunden Patienten nach. Auch die
Metalloproteinase BMP-1, verantwortlich fur die Abspaltung des C-terminalen Peptids
aus dem latenten Komplex, war bei den herzinsuffizienten Patienten signifikant erhoht,
fur den Rezeptor ActRIIB zeigte sich keine Signifikanz, jedoch ein Trend in Richtung
Erhdhung. Zu ahnlichen Ergebnissen kommen Gruson et al. in ihrer Studie an 76
Patienten mit hauptsachlich leicht- bis mittelgradiger chronischer Herzinsuffizienz. Sie
zeigen bei herzinsuffizienten Patienten einen ca. 1,5-fachen Anstieg der Serum-
Myostatin-Immunreaktivitat, die mit klinischen Parametern (NYHA-Klasse), nicht jedoch
mit der LVEF korreliert (118).
Im Gegensatz zu diesen drei Studien stehen die Ergebnisse von Zamora und Lenk
(119, 120). Beide finden in Serumproben von HFrEF-Patienten keine Erhohung der
Myostatin-Konzentration. Die Aussagekraft dieser Ergebnisse muss jedoch angesichts
der niedrigen Zahl an Kontrollen (70 HFrEF vs. 11 Kontrollen) bei Zamora bzw. der
insgesamt niedrigen Fallzahlen (12 HFrEF vs. 12 Kontrollen) bei Lenk angezweifelt
werden. Zusammengefasst lassen sich aus den oben beschrieben Studien folgende
Kernaussagen zum aktuellen Forschungsstand zu kardialem Myostatin treffen:

* Physiologisch ist die Bedeutung von Myostatin-Expression/Sekretion am Herzen

sowie die Wirkung von systemischem Myostatin auf das Herz gering.
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* Myostatin ist nach Myokardinfarkt an Remodelling-Prozessen am Herzen
beteiligt.

* Eine erhohte Druck-Volumen-Belastung des linken Ventrikels fuhrt zu einer
erhohten MSTN-Expression im Ventrikelmyokard.

* Es existiert ein enger Zusammenhang zwischen IGF-1-Ausschuttung und MSTN-
Expression am Herzen.

* Myostatin vermittelt seine Wirkungen unter anderem Uuber die Inhibierung von
Akt.

* In Reaktion auf kardiale Ischamie steigt die MSTN-Expression sowohl im Skelett-
als auch im Herzmuskel.

* Der systemische Plasmaspiegel von Myostatin speist sich physiologisch zu
grol3en Teilen aus dem Skelettmuskel.

* Bei akuter Belastung des Herzens erhoht sich der Myostatin-Plasmaspiegel auf
Grund von vermehrter kardialer Sekretion.

» Kardiale Uberexpression und vermehrte Sekretion von Myostatin kénnen
Ursache fur die pathologische Abnahme von Skelettmuskelmasse (kardiale
Kachexie) sein und gleichzeitig die Herzmasse bzw. LV-Masse beeinflussen.

* Bei Patienten mit chronischer systolischer Herzinsuffizienz (HFrEF) sind die
Myostatin-Plasmaspiegel ca. um den Faktor 1,5 im Vergleich zu Kontrollen
erhoht.

In dieser Arbeit soll nun erstmals durch die Bestimmung des Koronargradienten, der die
Differenz zwischen arterieller und koronarvendser Konzentration darstellt, eine
Einschatzung der myokardialen Myostatinfreisetzung bzw. -aufnahme am menschlichen
Herzen mdglich gemacht werden. Uber die Entnahme von Blutproben arteriell, vends
und aus dem Sinus coronarius kann der Myostatin-Gradient Uber dem Herzmuskel
sowie dem Skelettmuskel bestimmt und zwischen den nicht herzinsuffizienten
Kontrollpatienten und herzinsuffizienten Patienten verglichen werden. Dabei
konzentriert sich diese Arbeit erstmals vordergrindig auf Patienten mit diastolischer
Herzinsuffizienz, da Myostatin in den beschriebenen Vorarbeiten als Regulator von
myokardialer Hypertrophie und Fibrose charakterisiert worden ist (47, 121, 122).
Aulerdem gibt es bisher keine klinischen Befunde zu Myostatin-Plasmaspiegeln und

33



HFpEF. In diesem Zusammenhang soll auch die Beziehung zwischen Myostatin und

der linksventrikularen Herzmasse untersucht werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Patienten

Fir die Studie kamen Patienten in Frage, die sich auf Grund eines paroxysmalen oder
persistierenden Vorhofflimmerns fur eine elektive Ablation des linken Vorhofes bzw. der
Pulmonalvenen in stationdre Behandlung begaben. Im Rahmen dieses Eingriffes
werden routinemafig der Sinus coronarius sondiert sowie die Arteria femoralis und die
Venae femorales katheterisiert, so dass flr die sequentielle Blutentnahme den
Patienten keine zusatzlichen invasiven Mallnahmen zugemutet werden. Die Patienten
wurden ausschliel3lich von den kardiologischen Stationen 132/133 aus der Klinik far
Kardiologie und Angiologie am Standort Mitte der Charité Universitadtsmedizin Berlin
rekrutiert. Alle Patienten wurden am Vortag des Eingriffs Uber Nutzen, Risiken und
mogliche Komplikationen des Eingriffs sowie der Blutentnahme aufgeklart und gaben
schriftlich ihr Einverstandnis. Die Durchfihrung der Studie erfolgte geman den Statuten

der Deklaration von Helsinki (Ethikantragnummer 1/143/10).

3.1.1 Ein- und Ausschlusskriterien

Um in die Studie aufgenommen zu werden, mussten die Patienten alle
Einschlusskriterien erfullen und durften von keinem der Ausschlusskriterien betroffen

sein (siehe Tabelle 1).

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien

1.) Klinische Indikation fur die

Durchfiihrung einer linksatrialen
Ablation/PVI

1.) Patienten unter 18 Jahre

2.) Zustimmungsfahigkeit des Patienten

2.) Schwangerschaft

3.) Unterzeichnete

Einverstandniserklarung

3.) Unklare Anamnese/verminderte

Einsichtsfahigkeit

4.) Bekannter arterio-vendser Shunt

Tabelle 1 Ein- und Ausschlusskriterien fiir Studienteilnahme
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3.1.2 Einteilung in Studienkohorten

Unserem Studienprotokoll folgend wurden die Patienten an Hand von klinischen und
echokardiographischen Kriterien in drei Kohorten eingeteilt (siehe Tabelle 2). Die
Einteilung erfolgte absolut, kein Patient durfte in zwei Studienkohorten gleichzeitig
vorkommen. Im  Zweifel erfolgte eine  wiederholte  Einschatzung des
echokardiographischen Befundes, um eine eindeutige Zuweisung der Patienten zu
gewahrleisten.

Aus unserer Fragestellung ergaben sich folgende drei Patientenkohorten:

Kontrollen
VHF-Patienten ohne VHF-Patienten mit VHF-Patienten mit
anamnestische, echokardiographischem Anamnese/Klinik fur
klinische oder Nachweis einer Herzinsuffizienz und
echokardiographische diastolischen Dysfunktion eingeschrankter
Anzeichen fur eine oder erhohtem NT-proNBP Ejektionsfraktion (LVEF
Herzinsuffizienz oder und Anamnese/Klinik fur <45%)
diastolische Dysfunktion Herzinsuffizienz ohne
eingeschrankte
Ejektionsfraktion

Tabelle 2 Kohorteneinteilung

Die Zuteilung zu der HFpEF-Kohorte erfolgte an Hand der oben beschriebenen
Kriterien zur Diagnosestellung der diastolischen Herzinsuffizienz nach Paulus 2007. Da
es sich bei unserem Patientenkollektiv ausschlieRlich um Patienten mit Vorhofflimmern
handelt, erfordert die Zuteilung zur HFpEF-Kohorte ein echokardiographisch ermitteltes
E/E’ > 8 bzw. ein NT-ProBNP groRer 220 pg/ml (Vgl. Abbildung 2 im Abschnitt
Einleitung).
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3.2 Prainterventionelle Untersuchungen

3.2.1 Anamnese

An klinischen Daten wurden folgende Parameter im Patientengesprach erfragt oder aus
vorhergehenden Epikrisen ermittelt:

* Patientendaten (Alter, BMI, Geschlecht,)

» Kardiovaskulare Vorerkrankungen (Arterielle Hypertonie, KHK,)

* Medikamente, die seit mindestens 6 Monaten eingenommen werden (ACE-

Hemmer, Beta-Blocker, AT1-Blocker, Furosemid/Torasemid, HCT,)

Diese Daten wurden anonymisiert auf CRF-Bogen vermerkt und elektronisch
gespeichert. Sie werden in der Auswertung mit den Konzentrationen von Myostatin in
Zusammenhang gestellt.

3.2.2 Transthorakale Echokardiographie

Neben einer routinemaligen transosophagealen Echokardiographie (TEE) zum
Ausschluss intracavitarer Thromben am Vortag des Eingriffs wurde zusatzlich ein
transthorakales = Echokardiogramm  angefertigt. Dabei sollten die globale
Linksventrikulare Ejektionsfraktion (LVEF), sowie die diastolischen Funktionsparameter,
insbesondere E/E’, ermittelt werden um eine vorliegende diastolische Dysfunktion zu
detektieren und die Patienten anhand der oben beschriebenen Kriterien den drei
Studienkohorten zuordnen zu kdnnen.

Die Einteilung der Patienten zur Kontroll- bzw. HFpEF-Gruppe nahmen wir mit Hilfe des
echokardiographischen Parameters E/E’ vor (siehe 3.1.2).

Zur Untersuchung wurde das Echokardiographie-Gerat Vivid 7 der Firma GE Health
Care verwendet. Die bendétigten Parameter wurden mittels 2D-Echokardiogaphie und

Gewebedoppler im Zwei-, Drei-, und Vierkammerblick erhoben.
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3.2.3 Kardio-CT und Bestimmung der linksventrikularen
Herzmasse

Ebenfalls am Tag vor der Ablation wurde jeder Patient routinemallig einer
Computertomographie des Herzens unterzogen. Mit Hilfe des CT-Bildes und des 3D-
Mapping-Programms CARTO der Firma Biosense Webster wurde ein
dreidimensionales Abbild des linken Atriums inklusive der Pulmonalvenen erstellt um
eine bessere Orientierung wahrend der Ablation zu gewahrleisten.

AulBerdem wurde bei den meisten Patienten ein Grofteil des linken Ventrikels
mitabgebildet, so dass daruber die fur die vorliegende Fragestellung relevante LV-
Masse ermittelt werden kann. Dies erfolgt halbautomatisch mittels der Workstation
Vitrea fX (Vital Images).

Da die prainterventionelle CT-Untersuchung primar eine Abbildung des linken Atriums
zum Ziel hatte, variiert die Darstellung des linken Ventrikels betrachtlich zwischen den
Patienten. Aus ethischen Grunden verzichteten wir auf eine studienspezifische
Erweiterung des Durchleuchtungsschemas bzw. erneute Aufnahmen und beschrankten
uns auf die im Rahmen der PVI-Vorbereitung erhobenen Daten.

Bei insgesamt 15 der 43 untersuchten Patienten reichte der abgebildete Anteil des LV
nicht aus um daraus eine valide Masse-Berechnung durchzufuhren. Daher werden in
den Betrachtungen zur LV-Masse-Korrelation lediglich die 28 Patienten mit vollstandig
abgebildetem Ventrikel bertcksichtigt.

3.3 Pulmonalvenenisolation und Blutentnahme

Am Interventionstag erfolgte nach ausfuhrlicher Aufklarung und Vorbereitung des
Patienten nach Ublichem Schema die Punktion der beiden Vv. femorales sowie der A.
femoralis links.

Zwecks intrakardialer Ableitung der Potentiale wurden zunachst der HIS-Katheter und
der CS-Katheter uber die 6 French-Schleusen eingebracht und unter Durchleuchtung
im septalen Bereich des rechten Ventrikels bzw. im Koronarsinus platziert. Sobald der
HIS-Katheter sowie der CS-Katheter in die gewunschte Lage vorgeschoben waren,

erfolgte im Anschluss die Blutentnahme.

38



Dazu wurde ein AL Il 6 French diagnostischer Katheter der Firma Cordis verwendet.
Dieser wurde durch die 6F-Schleuse in die rechte Vena femoralis eingefuhrt und unter
rontgenologischer Kontrolle bis in das rechte Atrium vorgeschoben. Unter stetem
Wechsel der Durchleuchtungsebene zwischen der left anterior oblique (LAO)- und right
anterior oblique (RAO)-Projektion erfolgte die Sondierung des CS. Der Katheter sollte
optimalerweise 3-5 Zentimeter in den Sinus coronarius eingefihrt sein um eine
Vermischung von kardialem und corporalem vendsen Blut zu verhindern (wie in
Abbildung 3 dargestellt). Sobald der Katheter an der optimalen Position fixiert war,
wurde mit einer ublichen 10 ml Spritze 6 ml vendses Blut aus dem Sinus coronarius
abgenommen. Im weiteren Verlauf wurden aus den Zugangen an der Leiste 6 ml
venoses Blut aus der Vena femoralis sowie 6 ml arterielles Blut aus der Arteria
femoralis nach vorheriger Spulung mit NaCl 0,9% mit Hilfe einer handelstblichen 10 ml
Spritze entnommen.

Direkt im Anschluss an die Blutenthnahmen wurden die Proben in EDTA-ROhrchen
umgefullt und schnellstmoglich bei vier Grad Celsius, 3500 Umdrehungen pro Minute,
15 Minuten lang zentrifugiert. Das uUberstehende Plasma wurde abpipettiert und zu
jeweils 3 mal 800 pl pro Probe in kleine 2ml Probengefale aufgeteilt. Die Proben
wurden direkt danach sortiert und bei -80 Grad Celsius bis zur weiteren Verarbeitung

tiefgefroren und gesammelt.
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Abbildung 3 Sondierung des Sinus coronarius zur Blutentnahme im Rahmen einer Pulmonalvenenisolation

Nach der Blutentnahme wurde der eigentliche Eingriff fortgefiihrt. Erfolg oder Misserfolg
der Ablation spielten fur diese Studie keine Rolle, lediglich die erfolgreiche

Blutentnahme.

3.4 Labortechnische Auswertung der Proben
3.4.1 ELISA zur Myostatin-Konzentrationsbestimmung

Die Messung der Proben erfolgte mit Hilfe des von der Immundiagnostik AG in
Bensheim entwickelten Myostatin-ELISA-Kits (123). Es erfolgte die quantitative
Bestimmung der Myostatin-Konzentration aus den Plasma-Proben der Patienten auf
Basis eines kompetitiven ELISAs. Der Test detektiert alle Untereinheiten des humanen
proMyostatins inklusive des intakten Proteins (ca. 50 kDa), des N-terminalen Propeptids
(ca. 37 kDa) und des C-terminalen Peptids (ca. 15 kDa).

Es besteht keine Kreuzreaktivitdt mit GDF-11 oder Myoglobin. Die Interassay- und
Intra-assay-Varianz in humanem Serum lag laut Herstellerangaben unter 15% bzw.

10%. Die Nachweisgrenze liegt bei 270 pg/ml.
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3.4.1.1 Prinzip des kompetitiven ELISA

Die Proben (zusatzlich Standards und Kontrollen) werden mit einem biotinylierten
Myostatin-Tracer versetzt und auf eine mit polyklonalem Anti-Myostatin-Antikorper
beschichtete Mikrotiterplatte inkubiert. Dabei konkurriert das Myostatin-Antigen aus der
Probe mit dem Tracer um die freien Bindungsstellen der Antikorper. Im zweiten
Inkubationsschritt wird Streptavidin-markierte Peroxidase hinzugegeben. Diese bindet
sich auf Grund der Wechselwirkung von Biotin und Streptavidin nicht-kovalent an den
Myostatin-Tracer. Nach dem Auswaschen ungebundener Komponenten wird nun
Tetramethylbenzidin (TMB) hinzugegeben, das ein Substrat der Peroxidase darstellt
und mit dieser enzymatisch reagiert. Durch das Stoppen der Enzymreaktion mittels
Saurezugabe entsteht ein Farbumschlag von blau nach gelb, der im Folgenden
photometrisch bei 450 nm bestimmt werden kann.

Die Farbintensitat stent dabei in umgekehrt proportionaler Beziehung zur Myostatin-
Konzentration der Probe. Je mehr Myostatin in der urspringlichen Probe vorhanden
war, desto weniger biotinylierter Tracer wurde gebunden und desto geringer ist der
Farbumschlag. Anhand der Standardkurve, die aus bekannten Myostatin-
Konzentrationen erstellt wurde, wird die Myostatin-Konzentration der unbekannten

Proben ermittelt.
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3.4.1.2 Geréte und Materialien

Materialien

Vorbereitung

Mikrotitermodul,vorbeschichtet 12x8 Vertiefungen

ELISA Waschpufferkonzentat 2x100 ml Wird vor Gebrauch 1:10 in
Reinstwasser verdunnt

Probenverdinnungspuffer 1x100 ml gebrauchsfertig

Standards (lyophilisiert) 2x6 vials

Tracer, biotinyliertes Myostatin 1x150 pl Wird 1:101 in
Probenverdinnungspuffer
verdunnt

Kontrolle (lyophilisiert) 2x1 vial

Konjugat (Streptavidin-markierte 1x200 pl Wird 1:101 in Waschpuffer

Peroxidase) verdinnt

TMB Substrat 1%15 ml gebrauchsfertig

ELISA Stopplésung 1x15 ml gebrauchsfertig

Tabelle 3 Gerate und Materialien fiir ELISA

3.4.1.3 Durchfiihrung

Um die Vorinkubate herzustellen,

werden zu je 20 pl

Plasmaprobe 180 ul

Probenverdinnungspuffer in ein 1,5 ml Probengefald hinzu pipettiert (Verdinnung

1:10). Die 200 pl verdinnten Plasmaproben werden nun, genau wie jeweils 200 ul

Standards und Kontrollen mit 200 pl biotinyliertem Tracer gemischt und gut gevortext

(Verhaltnis 1:1). Danach schlief3t sich folgendes Prozedere an:

1. Die Vertiefungen der Mikrotiterstreifen werden 2-mal mit je 250 yl Waschpuffer

ausgewaschen und nach dem zweiten Waschgang trocken abgetupft.
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2. Jeweils 100 pl der Vorinkubate (Proben, Standards, Kontrollen) in
Doppelbestimmung in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettieren und 2
Stunden bei Raumtemperatur (18-26 °C) unter Schutteln inkubieren

3. Inhalt verwerfen und erneuter Waschgang (funf mal mit 250 yl Waschpuffer) um
nicht gebundene Ruckstande zu entfernen

4. 100 pl des verdunnten Konjugats in jede Vertiefung pipettieren und 1 Stunde
unter Schutteln inkubieren

5. Inhalt wiederum verwerfen und erneuter Waschgang (siehe 4.)

6. Pipettieren von 100 pl Substrat pro Vertiefung und 10-20 Minuten bei
Raumtemperatur unter Schutteln inkubieren

7. 100 Ml Stopplosung pro Vertiefung dazugeben und im
Mikrotiterplattenphotometer im Schittelmodus kurz mischen

8. Sofort im Anschluss erfolgt die Messung der Extinktion mit Hilfe des

Mikrotiterplattenphotometers bei einer Messwellenlange von 450 nm.

Zur Auswertung der Ergebnisse wird das mathematische Modell der 4-Parameter-
Funktion herangezogen. Dazu wird die optische Dichte auf einer linearen Ordinate, die
Konzentration auf einer logarithmischen Abszisse in Bezug gestellt.

Die ermittelten Werte miussen wegen der 1:10 Probenverdinnung mit 10 multipliziert

werden.

3.5 NT-ProBNP-Bestimmungen

Zur weiteren Herzinsuffizienz-Klassifizierung der Patienten wurden NT-ProBNP-
Bestimmungen durchgefuhrt. Die Messung erfolgte mit Hilfe des automatisierten NT-
ProBNP-ELISAs der Firma ROCHE (ROCHE Elecsys®).

3.6 Koronargradient und arterio-venoser Gradient

Der Koronargradient beschreibt die Differenz aus koronarvendser und arterieller
Myostatin-Konzentration eines Patienten. Er ist ein Mal} fur die Extraktion bzw.
Sekretion des Myostatins am Herzen. Anhand der ermittelten Konzentrationen von
Myostatin im arteriellen Serum sowie im CS |asst sich der Koronargradient berechnen.
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In Analogie ist der arterio-venose Gradient die Differenz aus arterieller und vendser
Konzentration und stellt die Bilanz des Myostatins am Skelettmuskel dar. Durch das
Aufstellen der beiden Gradienten lasst sich die myokardiale Myostatin-Veranderung
einfach und Ubersichtlich mit derjenigen am Skelettmuskel vergleichen und in

Verbindung setzen.
3.7 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software SPSS 22.0.

Alle Werte werden als Median mit zugehdrigem 25. und 75. Quartil angegeben. Es
wurde nicht von einer Normalverteilung der Daten ausgegangen.

Die Uberprifung eines signifikanten Unterschiedes der lokalen Myostatin-
Konzentrationen (Arterie, Vene, CS) innerhalb einer Patientenkohorte erfolgte mittels
nicht-parametrischer Friedman-ANOVA fur verbundene Stichproben. Bei globaler
Signifikanz folgte der Paarvergleich mit Hilfe des Wilcoxon-Tests mit anschlieender

Bonferroni-Adjustierung von P.

Zur Testung von Unterschieden zwischen den Gruppen wurde eine nicht-parametrische
Kruskal-Wallis-ANOVA durchgefluihrt. Bei globaler Signifikanz folgte der Paarvergleich
mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests mit anschlieRender Bonferroni-Adjustierung von P.
Nicht-kontinuierliche epidemiologische Variablen (z.B. KHK: ja/nein; arterielle
Hypertonie: ja/nein; Beta-Blocker-Einnahme: ja/nein) wurden mit Hilfe des Chi-Quadrat-
Tests untersucht.

Zur Aufdeckung von Zusammenhangen zwischen den Myostatinwerten und der LV-
Masse bzw. der diastolischen Funktion wurde eine multiple lineare Regressionsanalyse
(Generalisiertes Lineares Modell) durchgefuhrt, deren Kandidaten-Faktoren oder
-Kovariaten wie folgt ermittelt wurden: Kontinuierliche Variable (Kovariate) mussten
univariat einen signifikant von Null verschiedenen Pearson-Korrelationskoeffizienten r
mit dem Zielparameter aufweisen. Bei dichotomen Einflussgrof3en (z. Bsp.: Betablocker
ja/nein, Geschlecht) wurden zunachst die Mittelwerte der beiden Auspragungen mittels
Mann-Whitney-U-Test verglichen; nur bei Nachweis eines signifikanten Unterschieds
ging diese Einflussgro3e als Faktor in das Generalisierte Lineare Modell ein. Au3erdem
wurden die arteriellen, vendsen und CS-Myostatinwerte zur Vermeidung von

Multikollinearitatsproblemen immer nur einzeln in die Modelle eingeschlossen.
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Schliefl3lich sollten Koronar- und AV-Gradient nur in die Analyse einbezogen werden,
wenn sie signifikant von Null verschieden waren.

Die zur Ermittlung der relativen LV-Masse bendétigte Korperoberflache wurde mit der
Formel nach Dubois berechnet.

Als signifikant wurde ein a-Fehler kleiner 5% festgelegt (entsprechend einem P-Wert
<0,05).

Bei der grafischen Darstellung in Box and Whisker-Grafiken ist folgendes zu beachten:
Dargestellte Boxplots bestehen aus einer Box, deren Lange dem Interquartilbereich
(IQR) entspricht, d.h. sie werden vom ersten und dritten Quartil begrenzt. Die innere
Linie der Box markiert den Median. Die Whisker decken das 1,5-fache des IQR ab.
Werte grofler 1,5x IQR gelten als Ausreilder und werden durch einen Kreis markiert.
Liegen die Werte aullerhalb 3x IQR, gelten sie als Extremwerte und werden in der
Grafik mit einem Stern gekennzeichnet.
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4. Ergebnisse

4.1 Klinische und demografische Daten

In Tabelle 4 sind die klinischen und demografischen Daten der Patienten nach Gruppen
aufgelistet.

Insgesamt wurden 43 Patienten in die Studie eingeschlossen. Davon wurden nach
beschriebenen Kriterien 12 Patienten in die Kontrollgruppe, 24 Patienten in die HFpEF-
Gruppe und 7 Patienten in die HFrEF-Gruppe eingeteilt. Die Einteilung in die HFpEF-
Gruppe erfolgte gemal} Paulus-Kriterien bei 19 der Vorhofflimmer-Patienten primar tber
den Gradienten E/E’, bei funf Patienten Uber ein erhohtes NT-ProBNP bei
grenzwertigem E/E’.

Die HFpEF-Gruppe unterscheidet sich per definitionem signifikant von den Kontrollen
im Parameter E/E’ (P <0,01) sowie NT-ProBNP (P <0,01). In den anderen Kategorien
gab es keine signifikanten Abweichungen.

Die HFrEF-Gruppe weicht signifikant von Kontrollgruppe bzw. HFpEF-Gruppe ab in den
Parametern BMI (P =0,036), LVEF (P <0,01), LVEDD (P =0,016/0,034), E/E’ (P <0,01).
In den Kategorien Alter, Geschlecht, Septumdurchmesser, Hinterwanddurchmesser,
prozentualer Anteil von KHK-Patienten und Beta-Blocker-Einnahme sowie arterieller
Hypertonie zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.
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Charakteristika Kontrollen HFpEF HFrEF
Patienten, n 12 24 7

Alter (Jahre) 54 [53-61] 65 [55-70] 61 [48-67,5]
Geschlecht (m/w) 8/4 15/9 6/1

BMI (kg/m2) 25,4 [24,7-26,8] |27,9[25,8-31] |30,6 [29,4-33,1]*
C:fgzg‘;m?’pertome (% 50 0 70,8 85,7

LVEF (%) 60 [58,8-60,0] 60 [58,8-60] 40 [40-45]*/**
LVEDD (mm) 46 [45-47 3] 47 [43,8-52,3] |56 [53,5-57]*/**
Septum (mm) 10,5[9,8-11,3] |12 [10,8-13] 13[11,5-13]
Hinterwand (mm) 10 [9-12] 11 [10,8-12] 12 [11-13]

KHK (%) 16,6 16,6 14,3
Beta-Blocker (%) 91,7 87,5 100

E/E’ 6,6 [6,3-7,4] 9,0[8,1-10,4]* |8,6 [7-11,1]
NT-ProBNP (pg/ml) 51 [32,5-124] 306 [123,3-624]* | 224,6*
Relative LV-Masse(g/m?) |69 [60-94,5] 70,2 [62-78,0] 78,8 [72,1-88,4]

Tabelle 4 Baseline-Charakteristika: Die Werte sind angegeben in Medianen (25. und 75. Quartil eckig).
Abkurzungen: HFpEF, Heart Failure with Preserved Ejection Fraction; HFrEF, Heart Failure with Reduced Ejection
Fraction; LVEF, Linksventrikulare Ejektionsfraktion; LVEDD, Linksventrikularer Enddiastolischer Durchmesser;
*p<0.05 vs. Kontrollen **p<0.05 vs. HFpEF

4.2 Plasma-Myostatin-Konzentration, Koronargradient und
arterio-venoser Gradient

Die mediane arteriell gemessene Myostatin-Konzentration in der Kontrollgruppe betrug
21,3 ng/ml [17,1-26,0] im Vergleich zur HFpEF-Gruppe mit 21,4 ng/ml [19,7-23,3] und
der HFrEF-Gruppe mit 19,3 ng/ml [17,1-20,2]. In gleicher Reihenfolge betrugen die
vends gemessenen Konzentrationen 22,2 ng/ml [17,9-26,2], 20,9 ng/ml [19,0-24,0] und
18,6 ng/ml [18,0-21,1] bzw. die Konzentrationen im Koronarsinus 22,4 ng/ml [17,1-
24.2], 22,0 ng/ml [19,5-24,6] und 18,4 [17,6-20,2] (Abbildung 4).

Es liel3 sich kein signifikanter Unterschied der Myostatin-Konzentrationen zwischen den
verschiedenen Entnahmeorten (arteriell, vends, CS) in keiner der drei Patientengruppen
feststellen (Kontrollgruppe, P =0,56; HFpEF, P =0,21, HFrEF, P =0,37). Dies bedeutet,
dass in allen Gruppen sowohl der Koronar- als auch der arteriovendse Gradient
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(Abbildung 5) nicht signifikant von Null verschieden waren.
Ebenso zeigt sich kein Unterschied im Vergleich der absoluten Myostatin-
Konzentrationen zwischen den Gruppen (HFpEF, HFrEF, Kontrollen).
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Abbildung 4 Darstellung der Myostatinkonzentrationen in Bezug auf die Patientengruppen. Die Messorte sind
farblich unterlegt; blau (arteriell), griin (vendés), ocker (CS)
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Abbildung 5 Koronargradient (blau) und AV-Gradient (griin) in Bezug auf Kohorten
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4.3 Zusammenhang zwischen Myostatin, LV-Masse und
diastolischer Dysfunktion

E/E‘ als wichtiger Parameter der diastolischen Dysfunktion wurde unabhangig von
Gruppenzugehdrigkeit univariat durch die in Tabelle 5 dargestellten Parameter
signifikant beeinflusst. Fir die restlichen Parameter aus Tabelle 4 ergab sich keine

Signifikanz (eingeschlossen NT-ProBNP). Sie sind folglich nicht aufgeflhrt.

mn--m

Pearson
Korrelation

Signifikanz ,023 ,035 ,001 ,007 ,036

’3 , , ’

Tabelle 5 Signifikante Korrelation von E/E’ als Marker der diastolischen Dysfunktion mit Kovariaten und
Faktoren;
*bei aHTN als nominaler Variable wurde Mann-Whitney-U statt einer Pearson Korrelation verwendet

Es zeigen sich oben angegebene signifikante Korrelationen mit der arteriellen sowie
venosen Myostatin-Konzentration, dem Alter und dem Vorliegen arterieller Hypertonie
(n =43 Patienten, davon 14 ohne aHTN, 29 mit aHTN, Mann-Whitney-Teststatistik
306,5). Gleichzeitig besteht eine hochsignifikante Korrelation zwischen E/E’ und der
koronarvenésen Mpyostatin-Konzentration (P =0,001). Zur exakteren Detektion
signifikanter Zusammenhange erfolgte im Anschluss die multivariate Testung im
Generalisierten Linearen Modell unter Einbeziehung der korrelierenden Faktoren und
Kovariaten (siehe Tabelle 6-8). Hierbei bestatigte sich eine hochsignifikante Korrelation
zwischen E/E’ als abhangiger Variable und der koronarvendsen Myostatin-
Konzentration (p =0,001). Ebenfalls zeigte sich ein, wenngleich weniger signifikanter,
Zusammenhang zwischen E/E’ und der vendsen Myostatin-Konzentration (p =0,027)
bzw. arterieller Hypertonie (p =0,026).
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Myo (CS) 0,001

IR 0 B

Tabelle 6 Generalisiertes Lineares Modell mit der Zielvariable E/E’ und den signifikant korrelierenden
Faktoren und Kovariaten (Zur Vermeidung von Multikollinearitatsproblemen wurden Myo Art, Myo Ven von
dieser Analyse ausgeschlossen). * B bezieht sich in dieser und den folgenden Berechnungen auf die
Abwesenheit arterieller Hypertonie. Es besteht somit eine signifikante negative Assoziation zwischen E/E’
und Abwesenheit arterieller Hypertonie.

BV o [ e oo

Myo (Ven) 0,027

IR 0 B

Tabelle 7 Generalisiertes Lineares Modell mit der Zielvariable E/E’ und den signifikant korrelierenden Faktoren und
Kovariaten (exklusive Myo Art, Myo CS)

Alter

* siehe Tabelle 6

Myo (Art) 0,063

ISR 0

Tabelle 8 Generalisiertes Lineares Modell mit der Zielvariable E/E’ und den signifikant korrelierenden Faktoren und
Kovariaten (exklusive Myo Ven, Myo CS)

* siehe Tabelle 6

Eine grafische Veranschaulichung der beschriebenen Abhangigkeiten ist auf Abbildung
6 dargestellt.

Bei einer Untergruppe von 28 Patienten (aus oben erwahnten methodischen Griinden
fehlen 15 Patienten bei dieser Betrachtung) wurde die linksventrikulare Masse ermittelt
und ins Verhaltnis zur Korperoberflache gesetzt. Von den 28 Patienten entstammen

neun Patienten der Kontrollgruppe, 13 Patienten der HFpEF-Gruppe sowie sechs

50



Patienten der HFrEF-Gruppe. Die LV-Massen der untersuchten Patienten reichen von
minimal 54,1 g/m? bis maximal 108,2 g/m? bei einem Median von 70,85 g/m? [61,98 —
81,58]. Damit erflllt keiner der von uns untersuchten Patienten die Kriterien flr eine
linksventrikulare Hypertrophie, die laut den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fir
Kardiologie bei >115 g/m? bei Mannern und >95 g/m?(124) liegt.

Analog zum diastolischen Funktionsparameter E/E’ wurde auch die LV-Masse univariat
auf potentielle Determinanten getestet. Dabei konnte lediglich die Myostatin-
Konzentration im CS detektiert werden (p =0,04). Alle weiteren untersuchten Parameter
zeigten keine signifikante Korrelation mit der LV-Masse, so dass in diesem Fall weitere
statistische Betrachtungen im Sinne eines generalisierten linearen Modells entfallen.
Der Zusammenhang zwischen der LV-Masse und E/E’ wird in Abbildung 6 grafisch

dargestellt.

I N T

Pearson Korrelation -,390

LV-Masse

Signifikanz ,040

Tabelle 9 Signifikante Korrelationen von LV-Masse mit Kovariaten und Faktoren
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Abbildung 6 Univariate lineare Regression zwischen E/E’ und der absoluten MSTN-Konzentration im CS
(Koronarsinus). Das Bestimmtheitsmal} lautet r?=0,25
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Abbildung 7 Univariate lineare Regression zwischen der relativen LV-Masse und der absoluten MSTN-Konzentration
im CS. Das BestimmtheitsmaR lautet r? =0,152.
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5. Diskussion

Diese Studie ist eine deskriptive Pilotstudie. Primares Ziel der Studie war die
Untersuchung des koronaren und arteriovendsen Gradienten von Myostatin bei HFpEF.
Im Hinblick auf vorangegangene Arbeiten stellten wir die Hypothese auf, dass Myostatin
am menschlichen Herzen metabolisiert wird und als Ausdruck dessen ein relevanter
Koronargradient im Serum von herzinsuffizienten Patienten detektiert werden kann.
Dafur wurden Plasma-Myostatin-Spiegel zwischen herzinsuffizienten Patienten mit
Vorhoffimmern und Vorhofflimmer-Patienten ohne klinische Zeichen einer
Herzinsuffizienz verglichen.

AulBerdem sollte ein moglicher Zusammenhang zwischen den zirkulierenden
Myostatin-Konzentrationen und der LV-Masse bzw. der diastolischen Funktion
untersucht werden; dieses zweite Ziel der Studie basierte auf beschriebenen Effekten
von Myostatin auf kardiale Fibrose und Hypertrophie (121, 122)

Erstmals wurde dabei der Fokus auf Patienten mit Herzinsuffizienz mit erhaltener
Ejektionsfraktion (HFpEF) gelegt. Diese Patientengruppe wachst auf Grund zugrunde
liegender Risikofaktoren (Alter, arterielle Hypertonie) stetig und stellt nicht zuletzt
wegen mangelnder medikamentoser  Therapieoptionen eine  zunehmende
Herausforderung fur das Gesundheitswesen dar. Bislang ist die HFpEF in der
Myostatin-Forschung jedoch stark unterreprasentiert.

Wir fanden in unseren Untersuchungen keinen signifikanten Unterschied zwischen
arteriell, vends und im Koronarsinus gemessenen Myostatin-Konzentrationen. Es ergibt
sich folglich weder ein Koronargradient noch ein arterio-vendser Gradient in einer der
drei Gruppen (HFpEF, HFrEF, Kontrollen). Dafir kommen unterschiedliche Erklarungen
in Betracht. Einerseits wurde der kardiale Beitrag zu systemischen Myostatin-Spiegeln
bislang nur an transgenen Mausen, die einer Transverse Aortic Constriction (TAC)-
Operation unterzogen wurden und damit einer akuten Verschlechterung der LVEF
ausgesetzt waren, nachgewiesen. In dieser Studie von Heineke et al. konnte mit Hilfe
von herz- und skelettmuskelspezifischen Promotern eine Erhdhung des zirkulierenden
Myostatin-Spiegels in Folge erhdhter myokardialer MSTN-Expression gezeigt werden
(78). Daruber hinaus konnte mehrfach sowohl in Mausen als auch am Menschen eine
Erhohung der Myostatin-mRNA und -Protein-Expression am Myokard bei akuter und
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chronischer HFrEF nachgewiesen werden (78, 99, 113, 115). Ob und in welchem
Rahmen die gesteigerte MSTN-Expression am humanen Herzen fur die erhohten
Serumspiegel verantwortlich ist, konnte bisher in klinischen Studien nicht sicher belegt
werden. Anhand der von uns ermittelten Koronargradienten findet sich kein Hinweis
darauf, dass eine kardiale Freisetzung von Myostatin im Rahmen der HFpEF oder
HFrEF stattfindet. Ebenso finden wir, anders als beispielsweise Lenk et al. in humanen
und Tierstudien (99, 120), keinen Hinweis auf eine Veranderung der Myostatin-
Konzentration Uber die Skelettmuskulatur hinweg (kein signifikanter AV-Gradient). Zu
erwdhnen bleibt, dass im Gegensatz zu den oben erwdhnten Studien mit vorzugsweise
HFrEF-Patienten bzw. Mausen mit kardialer Kachexie in unserer Studie prozentual
grofdtenteils Probanden mit HFpEF bzw. Vorhofflimmerpatienten ohne Herzinsuffizienz
betrachtet werden.

Es lasst sich als zweites Hauptresultat festhalten, dass sich zwischen unseren drei
Studienkohorten (HFpEF, HFrEF, Kontrollen) keine signifikanten Unterschiede in der
Hohe der absoluten Myostatin-Serum-Konzentrationen feststellen lielen. Was den
Vergleich zwischen Patienten mit HFrEF und Kontrollen angeht, stehen unsere
Ergebnisse damit im Gegensatz zur aktuellen Studienlage. Wahrend Heineke et al.
erhohte Plasmaspiegel bei akut herzinsuffizienten Mausen zeigen (78), stellen George
et al. bei DCMP/ICMP-Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz erhdhte systemische
Myostatin-Spiegel fest (115). Gruson et al. finden ahnliche Steigerungen bei HFrEF-
Patienten mit vornehmlich leichter bis mittelschwerer Herzinsuffizienz (118). Wintgens
et al. bestatigen in ihrer Studie an HFrEF-Patienten nicht nur die Grundaussage,
sondern beziffern auch die prozentuale Erhohung der Myostatin-Immunreaktivitat
ahnlich wie ihre Kollegen auf ca. 50% im Vergleich zu Kontrollen (123). Lediglich
Zamora und Lenk finden an Patienten mit ahnlichen Charakteristika keine Erh6hung der
Myostatin-Konzentration im Plasma und kommen damit zu gegensatzlichen
Ergebnissen (119, 120). Allerdings finden Lenk et al. trotz unveranderter Plasmaspiegel
eine signifikant erhohte Gen- und Proteinexpression von Myostatin im Skelettmuskel
(134). Als Limitation dieser Studien muss jedoch die geringe Patientenzahl angesehen
werden, was ebenso auf unsere Studie zutrifft. Da wir den Schwerpunkt unserer
Betrachtungen auf Patienten mit HFpEF gelegt haben, sind die 7 HFrEF Patienten
sicherlich nicht mehr als eine Nebenbetrachtung. Um Uber den Zusammenhang
zwischen HFrEF und Myostatin signifikante Aussagen zu treffen, ist eine deutlich

groRere Fallzahl von Noten, insbesondere da die bislang ermittelten Erh6hungen von
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Myostatin mit einem Faktor von ca. 1,5 im Vergleich zu anderen Biomarkern wie NT-
ProBNP (ca. Faktor 5-10) marginal sind (123). So soll hier Erwahnung finden, dass
Myostatin aus diesem Grund als Biomarker fur Herzinsuffizienz ungeeignet ist. In
Betracht ziehen kdonnte man ihn allerdings als Biomarker bzw. Verlaufsparameter bei
kardialer Kachexie, wobei fraglich bleibt, ob die Anderungen der Serumkonzentration
daflur ausreichen oder die Entnahme von Gewebeproben notwendig ware, was klinisch
weder verhaltnismallig noch sinnvoll ware. Zu bedenken ist weiterhin, dass unsere
Patienten mit HFrEF im Schnitt in einer klinisch wesentlich besseren Verfassung sind
als beispielsweise Georges (115) Patientenkollektiv unmittelbar vor LVAD -Implantation.

Deutlich mehr unserer Patienten konnten in den Vergleich zwischen Kontrollen und
HFpEF-Patienten einbezogen werden, was die statistische Aussagekraft der
Ergebnisse erhoht. Doch auch hier lasst sich weder ein signifikanter Gradient uber
Herz- oder Skelettmuskel noch ein veranderter Spiegel im Vergleich zu Kontrollen oder
HFrEF feststellen. Dies kann unterschiedliche Ursachen haben. Moglicherweise ist
auch bei dieser noch geringen Fallzahl die statistische Aussagekraft zu gering um
signifikante Ergebnisse zu erhalten. Ebenfalls moglich ware, dass im Rahmen der
pathophysiologischen Vorgange bei der HFpEF die myokardiale MSTN-Expression
gesteigert ist, allerdings nicht in dem MaRe um ein ,Uberlaufen in den Blutkreislauf zu
verursachen. Solange die Wirkungen von Myostatin am Herzen nur auto- bzw. parakrin
vermittelt sind, wie beispielsweise Artaza (72) andeutet, kdbnnen wir sie bei unserem
Studiendesign, das heifdt ohne kardiale Biopsie, nicht detektieren. Diese Theorie bleibt
wegen der fehlenden histologischen Gewebeuntersuchungen lediglich Spekulation.
Letztlich ist anhand unserer Ergebnisse auch nicht auszuschliel3en, dass Myostatin im
Verlauf der HFpEF allenfalls eine untergeordnete Rolle spielt und sich
Plasmakonzentrationen daher ahnlich verhalten wie bei Patienten ohne
Herzinsuffizienz. Eine ethisch begriindete Limitation unserer Studie ist es jedoch auch,
dass die Kontrollgruppe nicht aus herzgesunden Individuen besteht, sondern vielmehr
aus Patienten mit Vorhofflimmern, die allerdings nicht herzinsuffizient sind. Es ware also
auch denkbar, dass die Myostatinspiegel bereits in dieser Patientengruppe im Vergleich
zu Gesunden erhoht sind. Dafiir fehlen bisher klinische Untersuchungen.

Weiterhin kann argumentiert werden, dass Myostatin von mehreren Autoren eine anti-
hypertrophe, aber pro-fibrotische Wirkung am Herzen zugeschrieben wird (47, 121,

122). Im Sinne der pathophysiologischen Entstehung der HFpEF konnte die haufig
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einhergehende Fibrose mit einer erhohten Myostatin-Konzentration in Einklang
gebracht werden, wohingegen die antihypertrophe Wirkung von Myostatin eher im
Gegensatz zur haufig bei HFpEF beobachteten LV-Hypertrophie steht. Diese beiden in
Bezug auf die HFpEF gegensatzlichen Wirkungen konnten eine bedeutende
pathophysiologische Rolle von Myostatin im Rahmen der HFpEF eher unwahrscheinlich
erscheinen lassen. Es ist aber anzumerken, dass der pro-fibrotische Effekt beziiglich
der HFpEF-Entwicklung bei weitem tiberwiegen sollte. Die diastolische Dysfunktion von
Kardiomyozyten entwickelt sich namlich weitgehend unabhingig von einer LV-
Hypertrophie (125). So fand sich in der VALIDD-Studie, dass nur 3 % der Hypertoniker
eine relevante LV-Hypertrophie hatten, alle wiesen aber eine diastolische Dysfunktion
auf (126). Damit in Einklang stehen unsere Ergebnisse, die eine positive Korrelation
von Plasma-Myostatin und E/E’ (als Marker der diastolischen Dysfunktion) bzw. eine
negative Korrelation zwischen Plasma-Myostatin und linksventrikularer Hypertrophie
zeigen und damit die profibrotischen und antihypertrophen Eigenschaften von Myostatin
auf das menschliche Herz untermauern. Ebenso lasst sich festhalten, dass keiner der
von uns untersuchten Patienten mit HFpEF die oben beschriebenen Kriterien einer LV-
Hypertrophie erfiillt. Moglicherweise sind diese Myostatin-Effekte  mit dafiir
verantwortlich, dass HFpEF-Patienten eher selten eine linksventrikulare Hypertrophie,
aber immer eine Fibrose des Myokards aufweisen.

Die gegenlaufigen Effekte von Myostatin erschweren die Herangehensweise bei
pharmakologischen Ansatzen der Myostatin-Induktion bzw. -Blockade bei
verschiedenen Krankheitsbildern. So ware beispielsweise bei hypertrophen
Herzerkrankungen die Applikation von Myostatin eine verheiRungsvolle Alternative zum
aktuell praktizierten symptomatischen Therapiekonzept. Dagegen ware bei
muskelspezifischen Erkrankungen wie angeborenen Muskeldystrophien, aber auch im
Rahmen der Kachexie bei schweren Grunderkrankungen wie AIDS, COPD oder
Herzinsuffizienz der Einsatz von Myostatin-Inhibitoren durchaus erwagenswert.
Tatsachlich existieren unterschiedliche Ansatze zur systemischen Myostatin-Blockade.
So resultiert aus der Inhibierung von Myostatin in vivo durch Verabreichung eines
inhibitorischen Antikorpers (JA-16) (127) oder der Transfektion eines dominant
negativen ActRIIB-Rezeptors (128) in adulten Mausen eine signifikant erhohte
Skelettmuskelmasse. Eindrucksvoll konnten auch Lee et al. eine Myostatin-Inhibition

durch eine losliche Form des Activin Typ IIB Rezeptors in einem in vivo Mausmodell
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nachweisen, woraus sich eine bis zu 60% erhohte Skelettmuskelmasse innerhalb von
zwei Wochen ergab (129). Bei Menschen fiel die Wirkung in Phase |/lI-Studien bei
Patienten mit Muskeldystrophie zwar deutlich geringer aus (130, 131), dennoch wird die
Entwicklung neuer Myostatin-Blocker weiterhin vielversprechend vorangetrieben. Die
Induktion von linksventrikularer Hypertrophie konnte bei Patienten mit Muskeldystrophie
von Vorteil sein, durfte im Rahmen eines potentiellen therapeutischen Einsatzes bei
herzinsuffizienten Patienten eher als problematisch angesehen werden.

Bedacht werden sollte in diesem Zusammenhang aullerdem, dass eine ActRIIB-
Blockade nicht nur die antihypertrophen Effekte von Myostatin hemmt, sondern daruber
hinaus auch weitere Liganden wie Activin-A und dessen mutmallich kardioprotektive
Wirkung (132, 133) blockiert.

Die Ergebnisse unserer Studie stellen eine negative Korrelation zwischen Plasma-
Myostatin-Konzentration im CS und LV-Masse unabhangig von der Auspragung einer
Herzinsuffizienz fest. Sollte sich dieser Zusammenhang in weiterfUhrenden klinischen
Studien bestatigen, muss bei der Suche nach weiteren Moglichkeiten der systemischen
Myostatin-Blockade umso starkeres Augenmerk auf kardiale Veranderungen im Sinne
einer LV-Hypertrophie und deren Folgen gelegt werden. Damit stehen unsere
Ergebnisse in Einklang mit den Untersuchungen von Morissette et al., die eine
linksventrikulare Hypertrophie in Folge herzspezifischer Blockade an Mausen zeigten
(46). Zu ahnlichen Resultaten kommt Artaza (72), der erstmals in Experimenten mit
transgenen Mausen eine MSTN-Uberexpression am Herzen mit einer Reduktion der
linksventrikularen Masse in Verbindung brachte. Gleichzeitig beobachtete er in

MSTN -/- -Mausen ein erhohtes Herzgewicht ohne nennenswerte funktionelle
Veranderungen.

Physiologischerweise hat in der Maus das kardial exprimierte Myostatin keinen Einfluss
auf die Herzmasse oder Skelettmuskulatur (78). Bei chronischer Herzinsuffizienz jedoch
scheint ihm eine SchlUsselrolle in der Entstehung kardialer Kachexie zuzukommen. So
deuten Untersuchungen von Artaza und Heineke darauf hin, dass in diesem Rahmen
myokardiales Myostatin sowohl autokrin reduzierend auf die Herzmasse einwirkt, als
auch in endokriner Wirkweise Uber die Freisetzung in die Zirkulation die
Skelettmuskelmasse signifikant senkt und damit kardiale Kachexie induziert (72, 78).
Lenk et al. zeigten als Folge einer chronischen Herzinsuffizienz sowohl am Menschen
(120) als auch tierexperimentell (99) eine Hochregulation der Protein-Expression
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ebenso am Skelettmuskel, was zusatzlich zu der endokrinen Wirkung von kardial
sezerniertem Myostatin eine autokrine Wirkung von am Skelettmuskel exprimiertem
MSTN wahrscheinlich macht. Wie bereits erwahnt, zeigt unsere Studie einen inversen
Zusammenhang zwischen koronarvenoser Myostatin-Konzentration und
linksventrikularer Herzmasse. Man kann mutmalien, dass ein Kausalzusammenhang
besteht und beide Parameter von der Regulation der myokardialen MSTN-Expression
abhangen. Belegen lasst sich dieser Sachverhalt anhand unserer Daten nicht. Dennoch
bekraftigen wir mit unseren Ergebnissen die These, dass kardialem Myostatin eine
bedeutende Rolle in der Homoostase der Herzmuskulatur zukommt. Zu erwahnen
bleibt, dass die Skelettmuskelmasse in unserer Studie nicht bestimmt wurde und daher
keine Aussage Uber den Einfluss von Myostatin auf die Skelettmuskulatur getroffen
werden kann. In unserem Patientenkollektiv mit Patienten ohne kardiale Kachexie (der
BMI zeigte in allen drei Kohorten Ubergewicht) ist davon allerdings auch nicht
auszugehen. So lie® sich einhergehend mit dieser Annahme bei uns keine signifikante
Korrelation zwischen Myostatin-Konzentration und BMI feststellen.

In mehreren der oben erwahnten Studien konnte ein signifikanter Zusammenhang
zwischen Myostatin-Spiegeln und dem klinischen Grad der Herzinsuffizienz hergestellt
werden. Hinsichtlich der linksventrikularen Funktion beziehen sich nach unserem
Wissen bislang alle durchgefiihrten Studien auf eine Korrelation zwischen Myostatin
und der LVEF als Parameter der systolischen Pumpschwache. Diesbeziiglich kommen
bereits besprochene Autoren zu unterschiedlichen Ergebnissen (115, 118, 119).

In unserer Studie konzentrieren wir uns erstmals auf Patienten mit diastolischer
Funktionsstorung. So konnten wir eine signifikante positive Korrelation zwischen dem
diastolischen Funktionsparameter E/E’ und der Myostatin-Konzentration im
Koronarvenensinus aufzeigen.

Andere Autoren beschrieben in der Vergangenheit die profibrotische Wirkung von
Myostatin an der Skelettmuskulatur (134-136). Ob an der Herzmuskulatur dieselben
Effekte ausgeldst werden, galt bisher als umstritten. So konnten Cohn et al. 2007 an
transgenen Mausen einen Einfluss von Myostatin weder auf kardiale Hypertrophie noch
auf kardiale Fibrose ausmachen (73). Morissette et al. stellten 2009 an 30 Monate alten
Myostatin -/- -Mausen hingegen verminderte kardiale Fibrose im Vergleich zu wildtyp-
Artgenossen fest (77). Kurzlich zeigten auch Biesemann et al.,, dass eine

Uberexpression von kardialem Myostatin Uber eine p38-Aktivierung bei Mausen zu
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signifikant verstarkter kardialer Fibrose fuhrt (122). Interessanterweise stellten sie bei
4.5 Monate alten Mausen trotz bereits entstandener Fibrose keine Veranderungen in
Bezug auf die kardiale Funktion fest, wohingegen bei gleichbleibend hohen Myostatin-
Spiegeln nach neun Monaten eine signifikante Reduktion der LVEF sowie erhohte
endsystolische und diastolische Drucke festzustellen waren, die von den Autoren auf
die starke Fibrose zuruckgefuhrt wurden. Unsere Beobachtungen lassen vermuten,
dass auch beim Menschen erhdhte Myostatin-Spiegel mit verstarkter kardialer Fibrose
und damit Uber eine Versteifung des linken Ventrikels mit einer diastolischen
Dysfunktion einhergehen bzw. fur deren Entstehung zumindest teilweise
mitverantwortlich sein konnten. Maoglicherweise gibt es Subgruppen der HFPEF mit
starker Fibrose, in denen erhohte Myostatinspiegel zirkulieren, und Formen mit eher
starker LV-Hypertrophie, in denen die Myostatinspiegel nicht erhoht sind. Da wir in
unserer Studie keine Myokardhistologie durchgefiihrt haben, bleibt dies jedoch

spekulativ.

Bei aller Diskussion Uber die mdogliche Funktion von Myostatin am menschlichen
Herzen und die Interpretation von unterschiedlichen Myostatin-Konzentrationen, darf
eine entscheidende Frage nicht vernachlassigt werden: Was weisen wir mit unseren
ELISAs und Antikorpern eigentlich genau nach?

Bislang konnte nicht eindeutig definiert werden, wie sich die Immunreaktivitat far
zirkulierendes Mpyostatin zusammensetzt. Im Plasma von adulten Mausen liegt
Myostatin zum Grofteil in Form des latenten Komplexes vor (25, 69). Damit ist es an
seinen Rezeptor-Bindungsstellen durch nicht-kovalente Bindung an das N-terminale
Propeptid und unterschiedliche bereits erwahnte Inhibitoren (FLGR, GASP-1/2)
blockiert. In den aktuell vorliegenden Studien zur Serum-Konzentration von Myostatin
kamen unterschiedliche Nachweisverfahren zum Einsatz, die mitunter verschiedene
Untereinheiten von Myostatin erkennen. Der hier verwendete Assay der
Immundiagnostik AG detektiert sowohl proMyo als auch dessen gespaltene
Untereinheiten, das N-terminale Propeptid und das C-terminale aktive Peptid, anhand
von sechs verschiedenen Epitopen (123). Der Assay von BioVendor ist gegen ein
Epitop aus dem N-terminalen Propeptid gerichtet (123) und erkennt daher das
vollstandige prePro Myostatin, das N-terminale Propeptid und den latenten Komplex,
allerdings nicht den C-terminalen Liganden. In einer anderen Studie wird ein Western
Blot zum Nachweis des N-terminalen Pro-Peptids angewandt (115). Aullerdem
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existieren seit kurzer Zeit Assays, die ausschlieBlich das Propeptid bzw. den C-
terminalen Liganden erkennen (137, 138). Problematisch ist, dass die gro3e Anzahl an
verwendeten  Nachweisverfahren einen Vergleich der Myo-Konzentrationen
untereinander auf Grund unterschiedlicher Spezifitaten schwierig macht. Das Ziel aller
Tests sollte die Detektion von bioaktivem C-terminalem reifem Myostatin sein, das
heifdt, dass die Balance zwischen Rezeptoraffinitit und den verschiedenen Inhibitoren
bzw. inhibitorischen Bindungsproteinen widergespiegelt wird. Dies ist mit den
derzeitigen Testverfahren allerdings nicht moglich. Selbst der direkte und
ausschliefdliche Nachweis des reifen C-terminalen Myostatins 16st dieses Problem nicht,
da er nicht die Rezeptor-Myostatinkomplex-Wechselwirkung wiedergeben kann.
Zusatzlich wird in diesem ELISA eine Vorbehandlung mit Saure durchgefiihrt, um das
reife Myostatin komplett aus dem Inhibitorkomplex zu Iosen: Dies ergibt die
Gesamtmenge an zirkulierendem reifen Myostatin, aber ldsst wegen der Vielzahl der
Inhibitoren keinen Schluss auf seine biologischen Effekte zu.

Auch beim Nachweis vom Propeptid allein kann auf Grund madglicher unterschiedlicher
Regulation zwischen Propeptid und aktivem Liganden nicht sicher auf die Bioaktivitat
geschlossen werden. Ebenso ist Western Blotting keine geeignete Methode fur den
quantitativen Nachweis von Myostatin in gro3en Patientenkohorten (138). Insgesamt
sind die bislang durchgefuhrten Studien also mit Vorsicht und dem Wissen zu
betrachten, dass eine einheitliche Nachweismethode, die neben der Immunreaktivitat
auch sicher die Bioaktivitat bestimmt, nicht existiert. So ist denkbar, dass durch einen
negativen Feedback-Mechanismus die Immunreaktivitdt konstant gehalten wird,
wahrend durch vermehrte Abspaltung von C-terminalem Peptid die Bioaktivitat
signifikant ansteigt. Hinweise auf eine gesteigerte Myostatin-Aktivitat konnen eine
erhohte Smad 2/3- oder Erk-Phosphorylierung oder die erhohte Expression von BMP-1
sein, was zum Beispiel George et al. in ihrer schon mehrfach zitierten Studie
nachwiesen (115). Dennoch muss konstatiert werden, dass mit den derzeit verfugbaren
Immunoassays die Bioaktivitat und damit der tatsachliche Wirkungsgrad von Myostatin
nicht festgestellt werden kann. Um also klinisch bedeutsame Aussagen uber biologisch
aktives Myostatin zu erhalten und dies von der Immunreaktivitat unterscheiden zu
konnen, wird die Entwicklung neuer Testverfahren von Noten sein.

Zusatzlich zu eben besprochener Problematik bestehen weitere Limitationen unserer
Studie. Wie bereits erwahnt, war unsere Studie als Pilotstudie konzipiert. Daher
untersuchen wir mit 24 HFpEF-Patienten gegen 12 Kontrollen und respektive 7 HFrEF-
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Patienten gegen die gleiche Anzahl an Kontrollen eine vergleichsweise kleine Kohorte,
was bei den geringen Unterschieden in Myostatin-Konzentrationen den Nachweis
statistischer Signifikanz erschwert. Aul3erdem war Teil unserer Studie das Aufstellen
eines Koronargradienten. Dafur war eine Sondierung des Sinus coronarius notwendig,
die herzgesunden Patienten aus ethischen Grinden nicht zugemutet werden konnte.
Unsere Kontrollgruppe besteht daher aus Patienten, die zwar keine Herzinsuffizienz,
jedoch Vorhhofflimmern aufwiesen und somit nur sehr eingeschrankt als herzgesund
gelten kdnnen.

Letztlich kann nachgewiesenermalien auch typische Herzinsuffizienz-Medikation die
Myostatin-Spiegel beeinflussen (113, 139). So senken Beta-Blocker (Carvedilol) die
myokardiale MSTN-Expression bei induzierter Volumenbelastung in Mausen (113). In
unserer Studie, wie sicherlich bei den meisten durchgefuhrten Studien an
herzinsuffizienten Patienten, bekamen Uber 90% der Patienten Beta-Blocker
verabreicht, was die Ergebnisse der Myostatin-Konzentrationen zusatzlich verfalschen

konnte.

Zusammengefasst sehen wir in unserer Studie keine Korrelation zwischen
zirkulierendem Mpyostatin und HFpEF bzw. HFrEF. Dennoch ergibt sich Uber alle
Studienteilnehmer hinweg ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Myostatin-
Konzentration und der diastolischen Funktion bzw. der linksventrikularen Herzmasse,
was in Einklang mit anderen Studien auf eine bedeutende Rolle von Myostatin fur die
Homoostase des Herzmuskelgewebes bzw. die pathophysiologischen Mechanismen in
der Entstehung der Herzinsuffizienz hindeutet. Wir liefern damit weitere Hinweise auf
eine anti-hypertrophe und pro-fibrotische Wirkweise von Myostatin am menschlichen
Herzen. Dies sollte besonders im Hinblick auf kiinftige pharmakologische Ansitze der

systemischen Myostatin-Therapie beim Menschen Beriicksichtigung finden.
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7. Anhang

7.1 Abkurzungsverzeichnis

ACE — Angiotensin Converting Enzyme

ACT — activated clotting time

ActR — Activin Receptor

aHTN — arterielle Hypertonie

ALK — Activin-like Kinase

Art — arterielle Myostatin-Konzentration

BMI — Body Mass Index

BMP — Bone morphogenetic Protein

BNP — B-Type Natriuretic Peptide

CHF - Chronic Heart Failure

CS - Coronarvenensinus

DCMP — Dilatative Kardiomyopathie

DD - Diastolische Dysfunktion

DEAH — Dehydroepiandrosteron

DHI - Diastolische Herzinsuffizienz

ELISA — Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay
ERK — Extracellular-signal regulated kinases

EZM - Extrazellularmatrix

FLGR — Follistatin-related gene

FOXO - Forkhead Box O

FSH — Follikel-stimulierendes Hormon

FSTL — Follistatin-related protein

GASP - Growth and Differentation Factor associated Serum Protein
GDF — Growth Differentiation Factor

HCT — Hydrochlorothiazid

HFpEF — Heart failure with preserved ejection fraction
HFrEF — Heart failure with reduced ejection fraction
HOCM - Hypertrophe obstruktive Kardiomyopathie
hSGT — Human small glutamine-rich tetratricopeptide repeat-containing protein
ICMP — Ischamische Kardiomyopathie
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IGF —
KHK —
KO —
LAO -
LAVI -
LTBP —
LV -
LVAD —
LVEDP —
LVEDVI -
LVEF —
LVH —
LVMI —
MAPK —
M-LVDP —
MMP —
mPCW —
mMRNA —
MSTN —
mTOR —
MURF —
NYHA —
PVI -
RAO -
SHI -
TAC -
D -
TEE -
TGF -
TMB —
Ven —
VHF —
WHO -

Insulin-like Growth Factor

Koronare Herzkrankheit

Knock Out

left anterior oblique

Linksatrialer Volumenindex

Latent TGF-3 Binding Protein

Linker Ventrikel

Left Ventricular Assist Device

Left Ventricular enddiastolic Pressure
enddiastolischer Volumenindex
Linksventrikulare Ejektionsfraktion
Linksventrikulare Hypertrophie
Linksventrikularer Masse-Index
Mitogen-aktivierte Proteinkinase
Mean Left Ventricular Diastolic Pressure
Matrix-Metallo Proteinase
Pulmonalkapillarer Verschlussdruck
Messenger RNA

Myostatin (v.a. in Bezug auf den Genlocus)
mammalian Target of Rapamycin
Muscle RING finger Protein

New York Heart Association
Pulmonalvenenisolation

right anterior oblique

Systolische Herzinsuffizienz
Transverse Aortic Constriction
Tissue Doppler

Transoesophageale Echokardiographie
Transformation Growth Factor
Tetramethylbenzidin

vendse Myostatin-Konzentration
Vorhofflimmern

World Health Organization
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